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I. Einleitung 
 
 
1.1 Einführung  
 
 
In diesem Abschnitt werden die Bedeutung und ein geschichtlicher Rückblick der Apoptose 
behandelt. Es wird ein Überblick über die Morphologie, Biochemie und Physiologie der 
apoptotischen Vorgänge gegeben. Darüber hinaus wird das Mitochondrium, sowie das 
Cytochrom C und die Rolle des Zink im Rahmen der Apoptose besprochen. Der Morbus 
Hodgkin wird in seinen Grundzügen abgehandelt. Die Einleitung schließt mit den 
Fragestellungen der Arbeit ab. 
 
 
Die Apoptose ist eine besondere und wichtige Form des Zelltodes. In zahlreichen 
physiologischen, sowie pathophysiologischen Vorgängen ist sie von entscheidender 
Bedeutung [4, 13, 14]. Hierzu zählen die Embryonalentwicklung, das Zellwachstum, die 
hormonabhängige Atrophie, das Immunsystem, sowie Tumoren. Als Folge der Einwirkung 
verschiedenster Noxen spielt sie ebenso eine große Rolle. Apoptotische Vorgänge nutzen zur 
Entsorgung alter Zellen, bei der Rückbildung atrophischen Gewebes, oder auch eines Tumors.  
 
Erste Beobachtungen von zugrundegehenden Zellen, die man heute unter den Begriff der 
Apoptose stellen würde, kann man in Berichten Flemmings aus dem 19. Jahrhundert 
nachlesen. Anfang der siebziger Jahre definierten Kerr, Wyllie und Currie erstmals das 
Konzept des programmierten Zelltodes, der so genannten Apoptose. Sie eröffneten damit den 
biologischen und pathologischen Wissenschaften gänzlich neue Sichtweisen über den Ablauf 
des Todes von Zellen und Geweben [45].  
Histologische Studien von ischämisch geschädigter Leber zwischen 1962 und 1964 ließen 
Kerr et al. zunächst zwei Typen des Zelltodes beobachten: den klassischen, nekrotischen 
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Zelltod und eine zweite Form, bei der sich kleine, runde Zytoplasma-Körperchen aus den 
Zellen bildeten. Darin war häufig kondensiertes, nukleäres Chromatin zu finden. Ähnliche 
runde Körperchen konnten auch in normalem Lebergewebe vereinzelt gefunden werden. 
Mithilfe der Elektronenmikroskopie konnten Kerr et al. die Entstehung jener Gebilde näher 
untersuchen und entdeckten daß Kondensation und anschließendes Budding zu diesen Formen 
führt. Des Weiteren konnten sie nicht nur feststellen, daß diese kleinen Körperchen von einer 
Membran umgeben sind und völlig intakte Zellorganellen enthalten, sondern auch daß ihre 
finale Entsorgung durch Phagozytose erfolgt [44]. 
 
Trotz dieser bemerkenswerten Beobachtungen, blieb das Thema über weite Strecken nahezu 
unbeachtet. Erst mit Beginn der neunziger Jahre steigerte sich das Interesse und 
dementsprechend auch die Literatur zu diesem Thema. 
 
Die Apoptose spielt, wie schon oben erwähnt, auch bei zahlreichen pathologischen Prozessen 
eine große Rolle. Hierzu gehören einige neurodegenerative Erkrankungen, wie Chorea 
Huntington und Alzheimer, Schäden durch Ischämien, sowie viele Tumorerkrankungen. Die 
Betrachtung maligner Ereignisse zeigt, daß neben dem Proliferationsverhalten der Zellen auch 
die Vorgänge des Zelltodes gestört sind. 
 
In der Behandlung von Tumorerkrankungen erhofft man sich daher, unter Einsatz der 
Erkenntnisse über die Apoptose, neue Therapieansätze in der Behandlung von 
Tumorerkrankungen entwickeln zu können. 
 
 
1.2 Definition der Apoptose 
 
Der Begriff Apoptose setzt sich zusammen aus dem griechischen apó und ptosis für 
herabfallen (z.B. eines Blattes von einem Baum) und definiert einen eng regulierten Ablauf 
des Zelltodes. Dieser zeichnet sich durch seine besondere Zellmorphologie aus.  
Auslösbar ist die Apoptose durch schier unzählige Arten und Weisen. Induktoren können die 
verschiedensten Noxen sein (z.B. UV-Strahlung), Zytokine, Zytostatika, Hormone, oder auch 
chemische Substanzen. Ebenso kann es bei Ischämien zur Auslösung der Apoptose kommen 
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[73]. Die besondere Morphologie der Apoptose ist dabei trotz der vielen unterschiedlichen 
Angriffspunkte (Zellmembran, Zytoskelett, Zellkern, etc. [84]) relativ gleichförmig.  
 
Bei der Arbeit mit Induktoren sollte man beachten, daß der gewünschte Effekt nicht immer 
gleichförmig eintritt, sondern daß man von System zu System unterschiedliche Variablen 
findet, welche die Induktion der Apoptose modulieren und letztendlich auch inhibieren 
können. Zu nennen sind hier Faktoren wie Zelldichte, Zellzyklusphase, Dosis der 
Induktorsubstanz und Differenzierungsgrad der Zelle [84]. 
 
Grundlegend ist die Apoptose vom akzidentiellen Zelltod der Nekrose zu unterscheiden. Die 
Charakterisierung der Vorgänge lässt sich bei beiden primär untergliedern in die 
morphologischen und in die biochemischen Abläufe der sterbenden Zelle. Beim Gewebstod 
durch Nekrose entsteht ein Ionenungleichgewicht, eine Störung des osmotischen 
Gleichgewichtes, die Permeabilität der Membran erhöht sich und lässt die Zelle samt 
Zellorganellen anschwellen. Dies führt zur Lysis, die Zellmembran reißt und das Innere kann 
nun aus der Zelle herausfließen. Es vollzieht sich im Anschluss eine Entzündungsreaktion des 
betroffenen Gebietes. Bei der Apoptose ist eine Entzündungsreaktion hingegen nicht zu 
beobachten. 
 
Des Weiteren haben Wyllie et al. die internukleosomale DNA-Fragmentation als 
biochemisches Kriterium der Apoptose in die Charakteristika eingereiht [87]. Hierbei handelt 
es sich um ein typisches Fragmentationsmuster der nukleären DNA, welches man im 
Regelfall bei der Apoptose nachweisen kann [27, 76].  
 
In den folgenden drei Grafiken werden die Unterschiede zwischen dem Zelltod der Apoptose 
und dem Zelltod der Nekrose tabellarisch aufgeführt. Dabei werden die Abläufe in die 
Gebiete Morphologie, Biochemie und Physiologie aufgegliedert und die Sachverhalte zur 
besseren Unterscheidung direkt gegenübergestellt. 
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        APOPTOSE          Morphologie NEKROSE 
 
 
Zellschrumpfung     Zellanschwellung 
      
Chromatinkondensation   Chromatinverteilung 
Chromatinmargination     im Karyoplasma 
 
Kernmembran intakt   Integritätsverlust der 
Kernmembran 
 
„Budding“-Phänomen   Bildung von „Blebs“  
 
Zellmembran   Integritätsverlust  
der Zellmembran 
und 
Zellorganellen bleiben intakt   Zerfall der Zellorganellen 
      und des Zellplasmas 
 
Bildung und Abtrennung 
apoptotischer    
Körperchen      Lyse 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
                  
EINLEITUNG 
   
 5 
  
         APOPTOSE   Biochemie   NEKROSE 
 
 
    
Aktiv (vorwiegend)    Passiv (vorwiegend) 
ATP-abhängig     ATP-unabhängig 
 
Cysteinproteasen    unspezifische lysosomale 
Spezifische Endonukleasen   Proteinasen 
 
Ablauf enzymatischer Kaskade   Ionenungleichgewicht 
 
DNA-Fragmentation mit   DNA-Fragmentation mit 
typischem Muster    zufälligem Muster 
 
 
 
 
 
 
  APOPTOSE           Physiologie NEKROSE 
 
 
 
 
Induktion vornehmlich     Induktion vornehmlich 
physiologisch                pathologisch 
 
 
Vorkommen typisch bei    Vorkommen typisch bei 
einzelnen Zellen    Zellverbänden 
 
Entzündungsreaktion: Nein   Entzündungsreaktion: Ja 
   
 
 
 
 
 
EINLEITUNG 
   
 6 
Gleichwohl muss an dieser Stelle erwähnt werden, daß in der letzten Zeit mit dem besseren 
Verständnis des Zelltodes auch ein wachsendes Bewusstsein für die Komplexität dieser 
Vorgänge entstanden ist. So sind  Apoptose und Nekrose wohl nur zwei Formen innerhalb 
vieler möglicher morphologischer und biochemischer Varianten des Zelltodes, die zudem 
auch gleichzeitig, nebeneinander in Geweben oder Zellkulturen ablaufen können [53]. 
 
 
 
 
 
1.3   Die Morphologie der Apoptose  
 
Die Morphologie der apoptotischen Zellen ist, wie schon oben aus der Tabelle ersichtlich 
wird, sehr charakteristisch und lässt sich deutlich von den Vorgängen während des 
nekrotischen Zelltodes abgrenzen.  
 
Lichtmikroskopisch und besonders elektronenmikroskopisch lassen sich die Modifikationen 
beobachten und dokumentieren. Übergreifend erfährt die Zelle während ihres Zelltodes eine 
Schrumpfung, die Zelle wird klein und kompakt, das Chromatin in kleinen Paketen 
abgeschnürt. Diese schon lichtmikroskopisch erkennbare Veränderung der Zellgröße ist auch 
Kerr et al. während seiner Untersuchungen früh aufgefallen und ließ ihn 1971, noch bevor er 
den Begriff der Apoptose prägen konnte, den Begriff „shrinking necrosis“, also der 
Schrumpfnekrose entwerfen; im Gegensatz zur Nekrose, die sich eben durch unkontrollierte 
Zellanschwellung kennzeichnen lässt [43].  
 
Bereits bei geringer mikroskopischer Vergrößerung lassen sich einige Details des Ablaufes 
erkennen, wie die kompakter werdenden Zell- und Zellkernstrukturen. Später sieht man das 
„Budding“-Phänomen, bei welchem so genannte apoptotische Körperchen durch sichtbares 
Ausstülpen der intakten Zellmembran vom Gesamten abgeschnürt werden. In diesen 
apoptotischen Körperchen befinden sich Anteile des zuvor kondensierten Chromatins. 
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Die ultrastrukturelle Umgestaltung während der Apoptose wird anfangs geprägt durch 
Kondensation des Chromatins und dessen Verlagerung an den Rand der Kernmembran. Aus 
diesen kondensierten Kernanteilen bilden sich im weiteren Verlauf typische halbmondförmige 
Aggregate, die ebenfalls an den Rand der Kernmembran angelagert sind. Die intakten Poren 
der integeren Kernmembran verlagern sich in die aggregatfreien Bereiche [26].  
 
Elektronenmikroskopisch lässt sich während der Kernschrumpfung mit den 
Chromatinkondensationen eine erhöhte Elektronendichte des Zytoplasmas beobachten. Die 
Zellorganellen bleiben im Großen und Ganzen unverändert; jedoch lässt sich, durch die 
Dilatation des endoplasmatischen Retikulums im Zytoplasma, eine vereinzelte Bildung von 
Vakuolen verzeichnen [86].  Des Weiteren geht nun der Mikrovillibesatz verloren und es 
kommt zum Verlust der Desmosomen. Zum Ende hin ereignet sich eine Fragmentation des 
Kernes und lässt  Membran-Bedeckte Kernanteile entstehen. Die Zellmembran fängt an sich 
auszustülpen und schnürt Zellorganellen beinhaltende, apoptotische Körperchen ab. Dies wird 
als „Budding“-Phänomen umschrieben. Die so veränderte Zelle stellt nun lediglich noch 
einzelne, durch solide Membranen verpackte Fragmente dar, die in der Folge von Phagozyten 
umschlossen und durch lysosomale Verdauung vernichtet werden. Dieser Prozess wird, im 
Gegensatz zur Nekrose, weder von einer Entzündungsreaktion begleitet noch gefolgt. 
 
 
1.4  Biochemie der Apoptose 
 
1.4.1  Veränderungen der Zelle und Internucleosomale DNA-Fragmentation  
 
Die typischen morphologischen Veränderungen am Zellkern bei der Apoptose, lassen 
vermuten, daß diesen Morphologien, biochemische Veränderungen zugrunde liegen, welche 
in der Folge den Kern ultrastrukturell verändern.  
 
Die Erkenntnisse über die Strukturen der DNA waren für die Forschung auch im Bereich der 
Apoptose von grundlegender Bedeutung. Denn so konnte man beginnen, die 
internucleosomale Degradation während des apoptotischen Zelltodes im Modell 
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nachzuvollziehen und zu erklären. Vorraussetzung hierfür ist zunächst das Verständnis über 
die physiologische DNA-Kondensation: 
 
Die DNA liegt im Zellkern in einer äußerst kompakten, kondensierten Form vor, gebunden an 
kleine basische Proteine, die Histone. Diese Histone bilden die Hälfte der gesamten 
Eukaryotenchromosomen und lediglich 50 Prozent der Chromosomenmasse besteht aus DNA 
[70]. Zur Bildung eines Core, einer ersten Kondensationsstufe, lagern sich die Histone H2A, 
H2B, H3 und H4 paarweise zu einem Octamer zusammen. Um dieses herum kann sich dann 
die flexible DNA schlingen. Das so entstandene Gebilde nannte man früher Chromatin (Roger 
Kornberg, 1974), heute bezeichnet man diese redundanten Einheiten als Nucleosome [70]. An 
deren Kopfende heftet sich nun ein weiteres Histon, das Linker-Protein H1, welches dadurch 
aus dem Nucleosom das Chromatosom bildet und bei der weiteren Organisation zwischen 
mehreren Nucleosomen beteiligt ist. Sechs dieser durch H1 verbundenen Nucleosome führen 
damit zur nächst höheren Ordnungsebene, den 30 nm Fasern des Chromatin-Solenoidmodells. 
Die Nähe der Promotoren zueinander, die durch diese solenoide Struktur erreicht wird, wirkt 
unterstützend für potentiell synergistisch arbeitende Promotoren [67, 70].  
 
Zur Stabilisierung der höheren Chromatinstrukturen werden so genannte Nicht-Histon-
Proteine benötigt. Diese Gruppe bildet im Gegensatz zu den Histonen eine inhomogene 
Ansammlung kleiner, saurer Proteine (Gerüstproteine, Regulationsfaktoren, Polymerasen, u. 
a.). Es kommt zur Bildung von DNA-Schlaufen, welche sich rosettenförmig um eine 
Kernmatrrix anordnen und an dieser durch Gerüstproteine an matrix/scaffold associated 
regions (M/SAR) befestigt sind [53, 80].  
 
Die geordnete Fragmentation der Apoptose, im Unterschied zur Nekrose, ist Wyllie schon 
1980 aufgefallen [87]. Er beobachtete in elektrophoretischen Untersuchungen bei der Nekrose 
ein breite, schmierige Bande auf dem Agarosegel, bei der Apoptose jedoch konnte er ein ganz 
geordnetes und charakteristisches Strickleitermuster nachweisen [13, 87]. Dies deutete darauf 
hin, daß bei der Nekrose nicht nur die für die geordnete Degradation der apoptotischen 
Veränderungen notwenigen Nucleasen tätig sind, sondern auch unspezifisch arbeitende 
Proteasen, die die Struktur des Chromatins zerstören können [87].  
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In den letzten Jahren hat das Wissen um die Vorgänge am Zellkern  während der Apoptose 
stark zugenommen, doch erweist sich trotzdem noch vieles als ungeklärt. Die Fragmentation 
erfolgt in zwei Schritten [79]. Beim Beginn der Fragmentation zeigen sich DNA-Fragmente 
mit hohen Molekulargewichten von 50-300 kb und höher [8]. Man nimmt an, daß das die 
Folge der Auflösung höherer Chromatinstrukturen ist, beispielsweise lokalisiert an den 
MARs. Diese noch großen DNA Fragmente werden dann im weiteren Verlauf durch 
Trennung der Nucleosomen in kleinere Oligo- und Mononucleosome von ca. 200 bp 
gespalten [80]. Jedoch muss hier beachtet werden, daß dies nicht in allen Zellen so stattfindet. 
Nur noch der erste Schritt wird als essentiell im Rahmen des Zelltod betrachtet, seit bei 
einigen Zellen beobachtet werden konnte, daß diese die weitere Spaltung in Oligo- bzw. 
Mononucleosome nicht zeigen, obwohl sie die für die Apoptose normalen und typischen 
morphologischen Veränderungen aufweisen. Dies ist unter anderem bei den humanen MCF7 
Mammacarcinomzellen und den humanen, neuronalen NT2 Zellen der Fall. 
  
Diese Variabilitäten im Ablauf der DNA-Fragmentationen führen zu der Annahme, daß es 
sich bei diesen Unterschieden vielmehr um zellspezifische Funktionen und weniger um 
Funktionen von Induktoren handelt [79].  
 
An der Zellmembran kommt es zu deutlichen Ausbuchtungen der Oberfläche, aus denen dann 
im Verlauf die apoptotischen Körperchen entstehen [45]. Diese enthalten intakte 
Zellorganellen und sind von einer integren Membran umgeben. Zur Bildung der 
Apoptotischen Körperchen im Laufe des Zelltodes spielen Mikrofilamente eine entscheidende 
Rolle [16]. Interessant ist die Veränderung der Phosphatidylserinreste während des Prozesses. 
Diese normalerweise nach innen gerichteten Elemente der Membran, wenden sich zur 
äußeren Seite, wo sie anschließend von Makrophagen über die entsprechenden Rezeptoren 
erkannt und phagozytiert werden können [15, 25]. Fadok et al. vermuten, das der Verlust der 
Phospholipid-Asymmetrie und die Phosphatidylserinexpression erforderlich sind für die 
Aufnahme durch Makrophagen oder andere Phagozyten [24]. Auch konnte festgestellt 
werden, daß das Verteilungsmuster der Zytokeratine eine Rolle bei der Apoptose spielt. Man 
fand heraus, daß bei normalen Zellen eine Fluoreszenzanfärbung gegen Zytokeratin 5 und 6 
eine bestimmte fadenförmige Ausprägung bildet, die man während der Apoptose nicht finden 
konnte. Hier zeigten sich hingegen Cluster und eine sinkende Anfärbbarkeit [75]. Als  
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prominenteste Veränderung im Zytoplasma ist die ausgeprägte Verdichtung des Plasmas zu 
nennen. 
  
Zunehmende Beachtung im Rahmen der Apoptose erhält eine bestimmte Zellorganelle: das 
Mitochondrium. Nicht zuletzt wegen der Lokalisation von Bcl-2 in der äußeren 
Mitochondrienmembran. Die Veränderungen und Ereignisse, die während der Apoptose mit 
dieser Zellorganelle einhergehen, werden im gesonderten Kapitel auf den folgenden Seiten 
behandelt. 
 
 
 
1.5  Das Mitochondrium 
 
1.5.1  Aufbau und Funktion 
 
Vor 1900 sind von Altmann erstmals granuläre, fadenförmige Bestandteile des Zytoplasmas 
beschrieben worden. Das Mitochondrium hat seinen sprachlichen Ursprung in den 
griechischen Worten mitos, der Faden und chondros, das Granulum. Die fadenförmige 
Zellorganelle weist eine Größe im Mikrometerbereich auf, mit einer durchschnittlichen Länge 
von 2 - 4 µm. Es dauerte recht lange, bis man durch elektronenmikroskopische Möglichkeiten 
die grundsätzlichen Strukturen und deren Unterschiede gliedern konnte. Man differenzierte 
den tubulären Typ, den Christa Typ sowie die Matrix, die äußere und die innere Membran. 
Das Mitochondrium ist von diesen zwei Membranen umgeben, wobei die äußere eine glatte 
Membran darstellt, deren Porine permeabel für die meisten kleinen Moleküle sind. Die innere 
hingegen ist eine sehr faltenreiche Membran. Durch den Besitz seines eigenen, ringförmigen 
DNA-Moleküls und seines Proteinbiosythese-Apparates, besitzt diese Zellorganelle eine 
Semiautonomität [70]. 
 
Neben Citratcyclus, Fettsäureoxidation, Porphyrinsynthese und Ketonkörperbildung, stellt die 
Hauptaufgabe der Mitochondrien die Synthese von ATP dar, welche im Organismus vor 
allem in den Mitochondrien stattfindet. Dementsprechend vermehrt vorzufinden sind die 
Mitochondrien in Geweben, welche besonders viel Energie benötigen. In der Atmungskette 
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der Mitochondrien, auch unter dem  Begriff der Inneren Atmung bekannt, entstehen 
Adenosintriphosphat und Wärme durch die Oxidierung von Wasserstoff, in einer dreistufigen 
Kaskade hintereinander geschalteter Redoxsysteme. Es wird also ATP und Wärme unter der 
Nutzung anorganischen Phosphors gebildet, was zur gängigen Bezeichnung der oxidativen 
Phosphorylierung geführt hat [70].  
 
Topographisch voneinander abgrenzen lassen sich Vorgänge, die an der äußeren Membran 
stattfinden von denen, die an der inneren Membran ablaufen. Die oxidative Phosphorylierung 
findet im Gegensatz zu den meisten Reaktionen des Citratzyklus und der Fettsäureoxidation, 
die in der Matrix ablaufen, an der inneren Membran statt. Die äußere Membran ist aufgrund 
ihrer großen Poren, genannt Porine, für die meisten kleinen Moleküle durchlässig. Ganz 
anders als bei der inneren Membran, die nicht mit Porinen ausgestattet und daher auch 
wesentlich undurchlässiger ist. 
 
 
 
1.5.2  Das Cytochrom 
 
Das Eisenporphyrin-Protein des Cytochrom hat hierbei die wichtige Funktion eines Redox-
Katalysators, und zwar durch die Umkehrbarkeit seiner Valenzen im Eisenatom. Das 
Cytochrom kommt in allen Organismen vor, die eine Mitochondriale Atmungskette 
aufweisen. Dazu gehören Pflanzen und Tiere, sowie eukaryotische Mikroorganismen. Der 
Elektronencarrier entwickelte sich vor über 1,5 Milliarden Jahren, noch vor der Trennung von 
Pflanze und Tier. Erstaunlicherweise blieb die Funktion während dieser langen Periode 
erhalten. Die Gründe für diese außerordentliche Konstanz sind in der Beschaffenheit der 
genetischen Strukturierung zu suchen, welche äußerst zahlreiche, invariable Abschnitte 
zeigen. Das Cytochrom C jeder Art ist in der Lage, mit einer Cytochromoxidase jeder anderen 
Art zu reagieren [70].  
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1.5.4  Mitochondrium und Apoptose 
 
Das Mitochondrium nimmt im Rahmen der Apoptose eine Schlüsselrolle ein [18, 35, 58, 81]. 
Besonderes Augenmerk wurde auf diese Zellorganellen gelegt, seit Liu et al. 1996 in 
zellfreien Experimenten das Apoptoseprogramm zu induzieren vermochten [50] . Durch 
Zugabe von dATP initiierten sie die Apoptose. Liu et al. fanden im Cytosol ein Protein von 
15kDa, das sie unter anderem mithilfe der Proteinsequenzierung als Cytochrom C 
identifizieren konnten. Durch Stabilisierung der Mitochondrien und Entfernung des 
Cytochroms aus dem Cytosol, konnten sie eine Verminderung der Apoptoseaktivität 
feststellen. Nachdem sie das Cytochrom C wieder zuführten, zeigte sich die Apoptoseaktivität 
in ihrer Ausprägung wieder als normal. In vivo Versuche zeigten während der Apoptose 
gesteigerte Cytochrom C Konzentrationen. All diese Beobachtungen wiesen darauf hin, daß 
die Bedeutung der Mitochondrien in der Freisetzung von Cytochrom C liegt [50]. 
 
Als eine der ersten Zeichen der Apoptose gelten heute die Membranpotentialänderungen und 
die Cytochrom C Freigabe [20]. Wie man heute weiß, ist eine Vielzahl von Prozessen, welche 
für die Apoptose von entscheidender Bedeutung sind, auf das Mitochondrium konzentriert. 
Neben der Freigabe von verschiedenen Caspase-aktivierenden Stoffen, wie das oben 
beschriebene Cytochrom C, zählen auch die Beteiligung der Bcl-2 Gruppen (pro- und 
antiapoptotisch), Verschiebungen im Elektronen Transport, Änderungen des Redox-Potentials 
und die Änderungen des Membranpotentials dazu [35].  
 
Mit der Entdeckung, daß CED-3, welches in den Naematoden Caenorhabditis elegans für den 
Zelltod notwendig ist, in Verbindung zu setzen ist mit Caspase-1 (früher als ICE, interleukin-
1ß-converting enzyme bezeichnet), gliederten sich die Caspasen immer fester  in das 
Themengebiet der Apoptose ein. Dabei hatte die erste entdeckte Caspase (Caspase-1), wenig 
Bedeutung innerhalb ihrer Gruppe [74].  
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 Abb. (nach Thornberry N. und Lazebnik Y., 1998) Funktion und Struktur der Caspasen 
 (A) Strukturierung der Caspasen. Beim Menschen sind bis jetzt 13 identifiziert worden. (B) zeigt die Struktur der Caspase-3 in Verbindung     
  mit einem Tetrapeptid-Aldehyd-Inhibitor (rot). Das aktive Enzym hat eine lange Untereinheit (20 kD) und eine kurze (10 kD). 
 (C)Das NH2 – Molekül ist, in Anlehnung an einige Theorien, bei der Steuerung dieser Proteasen von  großer Bedeutung. 
 
 
 
 
Man konnte bisher 14 verschiedene Caspasen identifizieren [56]. Sie weisen untereinander 
viele Ähnlichkeiten auf und liegen als Proenzyme (30-50 kD) vor, die erst durch 
proteolytische Spaltung aktiviert werden. Ihr Aufbau zeigt jeweils drei Strukturen: die NH2-
terminal domain, eine große (20 kD) und eine kleine (10 kD). Innerhalb der Aktivierung 
kommt es  zu proteolytischen Prozessen zwischen verschiedenen Domänen und 
Heterodimerisation zwischen den kleinen und großen Untereinheiten. Diese Cysteinyl-
Aspartasen sind in Form einer sich selbst triggernden Signalkaskade angeordnet, welche nach 
ihrer Aktivierung zum apoptotischen Zelltod führt. Inhibition dieser Kaskade unterbindet den 
apoptotischen Zelltod. Caspasen können, im vereinfachten Modell, auf zwei Wegen aktiviert 
werden. Man unterscheidet einen intrinsischen, mitochondrialen Weg von einem 
extrinsischen Weg, der durch Bindung an der Death Domain die Apoptose initiiert.  
 
 
In der folgenden Abbildung sind die zwei Wege vereinfacht dargestellt: 
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  Abb. nach John C. Reed, 2000 
  Die Caspase-Kaskade kann über einen etxrinsischen und einen intrinsischen, mitochondrialen Weg aktiviert werden.  
  Der Extrinsische verläuft über TNF-Rezeptoren (FAS), die Rekrutierung von Adapterproteinen (Fadd) im Zytosol und die Aktivierung von     
  Caspase-3 durch Caspase-8. Der intrinsische erfolgt über das Mitochondrium und dortige Cytochrom-C Freisetzung. Effektor Caspase-3    
  wird hier über Caspase-9 aktiviert. 
 
 
 
Der extrinsische Weg kann über TNF (Tumor Nekrose Faktor) Rezeptoren, wie TNFR1 und 
FAS induziert werden. Diese rekrutieren dann Adapter-Proteine an ihre zytosolischen DDs 
einschließlich Fadd. Im Anschluss daran kann Fadd die Pro-Caspase-8 binden. 
 
Der intrinsische, mitochondriale Weg  kann durch verschiedene Stimuli, wie z.B. dem 
Ansteigen der pro-apoptotische Bcl-2 Proteine (dazu gehört beispielsweise Bax) initiiert 
werden. Dies führt zur Cytochrom-C Freigabe aus dem Mitochondrium. Im Cytosol bindet 
und aktiviert das Cytochrom-C anschließend Apaf-1, woraufhin Apaf-1 die Pro-Caspase-9 
bindet und aktiviert. 
 
Caspase-9 des intrinsischen und Caspase-8 des extrinsischen Weges haben gezeigt, daß sie 
durch direktes Spalten und Aktivieren der Effektor Protease Caspase-3 die Kaskade in Gang 
setzen können damit die Apoptose ihren Lauf nimmt [56]. Man geht davon aus, daß viele 
verschiedene Wege, Variationen und Kombinationen der Apoptose-Induktion existieren, die 
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aber in ein und dieselbe gemeinsame Endstrecke münden [56, 74]. In diesem Zusammenhang 
macht man die grundsätzliche Unterscheidung zwischen Effektor- und Initiator-Caspase. 
 
Cytochrom C ist dabei für das Selbstmordprogramm der Zelle sehr wichtig. Es sei jedoch 
darauf hingewiesen, daß das Cytochrom C nicht in jedem Organismus eine Schlüsselrolle 
einnimmt. Untersuchungen haben gezeigt, daß es bei Nematoden und Insekten nicht im 
Zusammenhang mit der Apoptose zu stehen scheint [35].  
 
Cytochrom C schließt sich nach Freisetzung mit dem Molekül apaf-1 zusammen und kann in 
dieser Formation die Caspase-9 aktivieren, welche die Kaskade in Gang setzt [20]. Des 
Weiteren muss nach Bossy-Wetzel et al. erwähnt werden, daß die Cytochrom C Abgabe in 
manchen Fällen auch als unabhängig von Änderungen des ∆Ψm (Mitochondriales 
Membranpotential) charakterisiert werden kann [7]. 
 
Die  Mitochondriale Permeabilitäts-Transitions-Pore (MPTP oder PT) ist ein Multiprotein-
Komplex und befindet sich, wie die Proteine Bcl-2, Bcl-XL und Bax auch, zwischen Innerer 
und Äußerer Mitochondrienmembran. Die PTP (Permeabilitäts-Transitions-Pore) ist eine 
große Pore, die für Molekulare Massen von ca. 1500 Daltons durchlässig ist. Sie wird 
beeinflusst von Komponenten der Inneren und Äußeren Membran (u.a. Hexokinase, 
Spannungsabhängiger-Anionen-Kanal, Kreatinkinase). Die Öffnung der PTP führt zur  
Depolarisation des Mitochondriums, zur Abkopplung von der oxidativen Phosphorylierung 
und anschließenden Schwellung des Mitochondriums. [37] 
 
Die PT Pore setzt sich aus verschiedenen Molekülen zusammen. Sie bilden einen VDAC-
ANT-CyP-D Komplex an der Kontaktstelle zwischen äußerer und innerer Membran. ANT 
(Adenine-Nucleotide-Translocase)  ist hierbei an der Inneren Mitochondrienmembran 
lokalisiert, VDAC (Voltage-Dependent-Anion-Channel) befindet sich an der Äußeren. [17] 
Die Cytochrom C Freigabe vor dem enormen ∆Ψm-Abfall in einigen Zellen, lässt vermuten, 
daß sich die Pore während ihres reversibel-niedrigem Zustandes eventuell in einem raschen 
Wechselprozess zwischen Öffnen und Schließen befindet [35]. 
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Diese transiente Öffnung würde die Cytochrom C Freilassung und Membranunterbrechungen 
vor dem kompletten Zusammenfall des ∆Ψm erlauben und erklären. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  Abb. nach Crompton et al. 1999. Aufbau des PT Pore VDAC-ANT-CyP-D-Komplex im Zwischenmembranraum des Mitochondriums. 
 
 
 
In Verbindung mit Ca2+  Überladung des Gewebes und oxidativem Stress mit Ischämie und 
Reperfusion des Gewebes, spielt die PT Pore auch in der Pathogenese der Nekrose eine  
wichtige Rolle [17]. Hier allerdings zeigt sich eine permanente und energieunabhängige, 
transiente Öffnung der MPTP. 
 
Zu den mitochondrialen Modulatoren der Apoptose zählen auch die Bcl-2 Proteine. Sie 
untergliedern sich in eine pro-apoptotische und eine anti-apoptotische Gruppe. Sie regulieren 
die mitochondrialen Freisetzungen, die zur Apoptose führen [1, 58]. Zu den anti-
apoptotischen Mitgliedern zählen Bcl-2 und  BCL-XL. Die pro-apoptotischen Proteine lassen 
sich noch einmal untergliedern:  
 
Man unterscheidet die Multidomänen-Proteine Bax und Bak von dem BH-3-Domänen-
Protein Bid. Die Bcl-2 bietet insgesamt vier unterschiedliche Domänen (BH1-BH4), welche 
für die Regulation der Komplexformation verantwortlich sind. Jeweils mindestens eine der 
Domänen ist in den verschiedenen Bcl-2 Mitgliedern zu finden [58, 61].  
EINLEITUNG 
   
 17 
Bax und andere Bcl-2 Mitgliedern besitzen strukturelle Ähnlichkeiten mit porenbildenden 
Proteinen [37], wie z.B. Colicin, das von Bakterien als Waffe eingesetzt wird um 
konkurrierende Bakterien zu bekämpfen [35]. Diese Pro- und Antiapoptotischen Faktoren 
wirken an den Mitochondrienmembranen also vermutlich nicht nur durch die Regulation 
sondern auch durch die Bildung von Kanälen und Poren [2]. Es konnte an künstlichen 
Membranen gezeigt werden, daß rekombinante BCL-XL, BCL-2 und BAX in der Lage sind 
Ionenkanäle zu bilden [2, 37, 61]. Dies wird eng in Zusammenhang gesetzt mit der Tendenz 
von BCL-2 in vitro Multimere zu formen. Auch in vivo hat man entsprechende Dimere und 
Multimere finden können [36]. Bax und Bad finden sich auch in normalen Zellen, jedoch in 
ihrer inaktiven Form. Wird nun die Apoptose induziert, erfahren beide eine Konformations-
änderung und liegen oligomerisiert in der äußeren Mitochondrienmebran vor. [58]  
 
Von gravierender Bedeutung ist die Fähigkeit der Bcl-2 Familie, sowohl in homodimerer, als 
auch heterodimerer Form vorliegen zu können. Die jeweilige Konfiguration  entscheidet über 
die Eigenschaft pro-, oder anti-apoptotisch.[61]  
 
BCL-XL und BAX spielen eine wichtige regulatorische Rolle. Zhang et al. fanden heraus, daß 
die Freisetzung von Cytochrom C in das Cytosol und die  Apoptose nicht nur den Anstieg der 
BCL-XL / BAX Ratio benötigen, sondern zudem die Freisetzung von BCL-XL und BAX an der 
Membran [89]. Die anti-apoptotischen Mitglieder der Bcl-2 Familie befinden sich am 
Mitochondrium, während die pro-apoptotischen meist erst noch dorthin translozieren müssen 
[37]. Bak befindet sich in inaktiver Form in der Mitochondrienmembran [58]. BAX ist ein 
pro-apoptotisches Mitglied der Bcl-2 Familie und transloziert während der Apoptose zum 
Mitochondrium. Normalerweise befindet es sich im Cytosol. Zhang et al. zeigten, daß diese 
Translokation von Bax für die Apoptose notwendig ist. In ihrem System wurde die Apoptose 
mit dem Protein Peg3/Pw1 (p53-vermittelt) durchgeführt. Peg3/Pw1 Expression induziert die 
Translokation von Bax, während die Expressionshemmung die Bax-Translokation zu 
verhindern vermag und in ihrer Folge die Cytochrom C Freisetzung, die Caspase-Aktivierung 
und Apoptose unterbindet. Die Expression von Bcl-2 vermag nur die  Blockierung der 
Cytochrom C Freisetzung und der Apoptose, jedoch konnte kein Effekt auf die Translokation 
von Bax festgestellt werden [20].  
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1.5.4  Ablauf der Apoptose am Mitochondrium 
 
Nach Apoptose-triggerndem Stimulus kommt es zum  Abfall von ∆Ψm (Delta Psi m, Inneres 
Mitochondriales Membranpotential) und zur Porenbildung. Eine Möglichkeit scheint hier die 
Bildung selektiver Kanäle (für Cytochrom C und AIF) durch BAX und BID [37]. Nun können 
Cytochrom C und AIF (Apoptose Induzierender Faktor) freigesetzt werden. Cytochrom C 
lagert zusammen mit Apaf-1, ATP und der pro-Caspase-9 zu dem so genannten Apoptosom. 
Dieser Komplex ist nun in der Lage die Caspase-9 zu aktivieren, welche die Caspasen-
Kaskade in Gang setzt. Die induzierende Funktion des AIF beruht dabei auf direkter 
Aktivierung der Caspase-3. Caspase-3 aktiviert in Folge die Caspasen-Kaskade.  
Man nimmt an, daß die Heterodimerisation der pro-apoptotischen Bax oder Bad mit den anti-
apoptotischen Bcl-2 oder Bcl-XL die protektiven Eigenschaften aufhebt.  
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    ABLAUF DER MITOCHONDRIALEN APOPTOSE: 
  
                ∆ Ψ m ↓ 
         (Membranpotentialabfall) 
                  BAX Translokation 
 
 
                               MPTP   Öffnung, Porenbildung 
  
 
         Cytochrom C           und             AIF     Freisetzung 
   
 APOPTOSOM                Aktivierung der Caspase 3              
 
 
 
 
           Aktivierung der Caspase 9 
             
                 CASPASE  KASKADE  
  
          _____________________________________________________________________________________________  
          Legende:       MPTP       - Mitochondriale Permeabilitäts Transitions Pore 
ANT          - Adenin Nukleotid Translokase 
   VDAC  - Voltage Dependent Anion Channel 
   ∆ Ψ m  - (Delta Psi m) Inneres Mitochondriales Membranpotential 
         AIF  - Apoptose Induzierender Faktor 
         Apaf  - Apoptose Protease Aktivierender Faktor 
Apoptosom - Komplex aus: Cytochrom C + Apaf-1 +ATP + Pro-Caspase-9 
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  1.5.5  Die Rolle von Zink im Rahmen der Apoptose 
 
Zink wird beschrieben als ein potenter Apoptose-Inhibitor [11, 46, 51, 55]. Eine Entleerung 
der Zelle von Zink führt in vielen Fällen zur Apoptose [11, 63]. Auch bei unserer durch Zink 
behandelten Zellinie HDLM2 lassen sich nach CD-95 Stimulation typische morphologische 
Veränderungen einer Apoptose mikroskopisch nicht beobachten [51]. 
 
Zink ist ein divalentes Kation und Bestandteil vieler Proteine, beispielsweise der Zink-Finger-
Motive DNA-bindender Proteine. Es ist für zahlreiche Prozesse des Wachstums und des 
Stoffwechsels unerlässlich. Die geschätzte intrazelluläre Konzentration liegt bei 100 µm, 
wovon lediglich 10% dynamisch interagieren können. 
 
Zalewski et al. vermuten, daß die Calcium- und Magnesiumabhängigen Endonucleasen Zink-
bindende Proteine darstellen, die durch Bindung an Zinkionen inhibiert werden [88]. Fraker et 
al. hatten festgestellt, daß eine Hemmung durch Zink bei Konzentrationen von 500-1000 µM  
erfolgt [23, 31]. Jedoch schon bei wesentlich niedrigeren Konzentrationen kann es zu einer 
Inhibition der Caspasen kommen. In Anlehnung an Stennicke et al. führen schon 
Konzentrationen von 0,1 mM zur kompletten Inhibition der Caspase-6. Die vollständige 
Inhibition der Caspase-3 benötigt eine Zink-Konzentration von 1 mM [68]. In Anlehnung an 
Watjen et al. (2002), kann schon bei einer geringen Zink-Konzentration von 10-50 µM 
Cadmium-Induzierte Apoptose inhibiert werden.  
 
Hohe extrazelluläre Zink-Konzentrationen (150-200 µM) können indes alleiniger Auslöser für 
einen apoptotischen Tod in C6 Zellen sein [83]. 
 
Im Rahmen der Fragmentation zeigten In-vitro-Forschungen von Shomron et al. (2002) eine 
spezifische Inhibition. Und zwar die Inhibition des zweiten Spaltungsschrittes der mRNA 
durch den Zink-Chelatoren 1,10-phenanthrolin. Dies ging mit einer Anhäufung der 
entsprechenden Spliceosomen des zweiten Spaltungsschrittes einher [64]. Die Zugabe von 
Zink am Anfang dieser Reaktion führte zu Reversibilität. Somit kann man annehmen, daß 
Zink möglicherweise reversibel inhibitorisch auf den zweiten Splicing-Schritt einzuwirken 
vermag [64].   
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In Ergebnissen von Chimienti et al. (2001) finden sich Hinweise darauf, daß die Caspase-3, 
die in ihrer aktiven Form ein Apoptose-Effektor ist, durch zelluläres Zink inaktiv gehalten 
und durch Zink-Chelation schnell und direkt aktiviert wird [11]. 
 
Kürzlich konnte im klinischen Bereich ein verstärkender immunsuppressiver Effekt von Zink-
Chlorid in Verbindung mit CsA (Cyclosporin A) festgestellt werden, welches die 
mitochondriale Cytochrom-C-Freisetzung inhibiert [46]. Bei Herztransplantationen im 
Tierversuch ergaben sich durch diese Stoffkombination verstärkte Apoptoseinhibition und ein 
erhöhtes Graft-Überleben [46]. Neuere Erkenntnisse in der Alzheimer-Forschung implizieren, 
daß Redox-aktive Metalle wie Eisen, Kupfer und auch Zink Schlüsselrollen in der 
Pathophysiologie dieser Krankheit spielen [19].  
 
Zusammenfassend ist anzumerken, daß die Konzentration auch hier über die entscheidende 
Rolle in Bezug auf die Wirkungsrichtung verfügt. Zink-Überschuss kann sich also auch 
zytotoxisch auswirken; kontrolliert wird die Balance von verschiedenen Zink-Kanälen [63]. 
 
 
 
 
1.6  Das CD95 System 
 
Die Bedeutung der CD95 Rezeptoren für die Apoptose wurde 1989 und wenig später im Jahr 
1993 auch die seines Liganden entdeckt [54]. Das CD95 System ist ein Vermittler des 
apoptotischen Zelltodes [42]. Auch als FAS oder Apo-1 bezeichnet, gehört CD95 der Familie 
der Tumor-Nekrose-Faktoren an und ist ein transmembraner Mr  43.000 Zelloberflächen-
Rezeptor [60].   
 
Einer der beiden vereinfachten Wege zur Apoptose, verläuft über die Death Rezeptoren an der 
Zellmembran, wie zum Beispiel CD 95 und die dazugehörigen Liganden (CD95-L, Apo-1-L, 
FAS-L). Diese Death Rezeptoren verfügen intrazellulär über eine death domain.  Binden sich 
anti-CD95 Antikörper an den CD95 Rezeptor, kommt es, sowohl in vitro, als auch in vivo, bei 
sensitiven Zellen rasch zur Apoptoseinduktion [77]. Die Bindung des CD95-L (Liganden) an 
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CD95 führt, in Anlehnung an Herr und Debatin (2001), zur Trimerisation des Rezeptors und 
zur Bildung eines Komplexes, der pro-Caspase-8 Moleküle mittels  Adaptor-Protein FADD 
(FAS-associated death domain protein) rekrutiert und eine Aktivierung der Caspase-8 bewirkt 
[40]. Diese Effektor-Caspase öffnet den Ablauf der sich selbst amplifizierenden 
Signalkaskade und endet schließlich im Zelltod. 
 
Die Wichtigkeit des CD95 Systems erkannte man ürsprünglich innerhalb des Immunsystems. 
Es spielt eine bedeutende Rolle in der Regulation der Immunantwort [60].  Zudem wird 
vermutet, daß CD95 innerhalb des physiologischen Zellumsatzes von Bedeutung sein könnte 
und zusätzlich einen protektiven Charakter in speziellem Gewebe vor potentiellem, 
lymphozytär vermitteltem Schaden besitzen könnte [32]. Des Weiteren ist das FAS-System 
ein wichtiger Mediator der T-Zell Zytotoxizität [69]. Verschiedene anti-Tumor Medikamente 
wie Doxorubicin haben die Fähigkeit, eine CD95-Liganden-Produktion zu induzieren und 
damit den programmierten Zelltod zu initiieren [41]. 
 
 
 
 
 
1.7  Morbus Hodgkin  
 
Die in den hier vorliegenden Untersuchungen ausnahmslos verwendeten HDML2-Zellen, sind 
Zellen des Hodgkin-Lymphoms.  
 
Der Morbus Hodgkin, auch Lymphogranulomatose genannt,  stellt eine primäre Neoplasie des 
lymphatischen Gewebes dar und gehört zur Gruppe der malignen Lymphome [57]. Erste 
Beschreibungen finden sich bei Thomas Hodgkin im Jahre 1832. 1898 und 1902 beschreiben 
Carl Sternberg und Dorothy Reed unabhängig voneinander die typischen, für die Diagnose 
entscheidenden Zellen.  
 
Histologisch zeigen sich charakteristische, große Blasten, die Hodgkin Zellen und 
mehrkernige Riesenzellen, die 15-45 µm großen Reed-Sternberg-Zellen. Die Erkenntnisse 
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über die Reed-Sternberg-Zellen lassen jedoch mittlerweile die Bezeichnung der 
Mehrkernigkeit in den Hintergrund treten, da man inzwischen davon ausgeht, daß es sich 
nicht um eine Mehrkernigkeit, sondern um eine mehrfache Lappung des Zellkernes handelt. 
Diese beiden markanten Zelltypen des Morbus Hodgkin (H-RS-Zellen), sind je nach Subtyp 
mit unterschiedlicher Häufigkeit vertreten.  
 
Darüber hinaus wird ein entzündliches Begleitfiltrat aus Plasmazellen, Eosinophilen, 
Fibroblasten und Histiozyten beschrieben, welches oft von den lymphatischen Zellen 
dominiert wird. Diese verschiedenen, reaktiven Zellen werden ferner auch als Bystander-
Zellen bezeichnet. Überdies können je nach Subtyp weitere, oder für die H-RS-Zellen 
gänzlich alternativ auftretende Zellarten identifiziert werden: die Lakunenzellen und die 
L&H-Zellen (lymphozytisch/histiozytisch). Sie stellen Varianten der H-RS-Zellen dar. 
 
Leitsymptom ist die schmerzlose Lymphknotenschwellung, weitere Allgemeinsymptome sind 
häufig. Die Diagnose wird durch eine histologische Untersuchung eines vergrößerten 
Lymphknotens gestellt. In der Behandlung des M. Hodgkin wurde seit der 1940iger Jahre die 
Bestrahlungstherapie angewandt. Später, in den 60iger Jahren, kamen effektive, 
chemotherapeutische Kombinationen hinzu. Mittlerweile haben die Untersuchungen und 
Ergebnisse derartige Fortschritte erlangt, daß das Hodgkin Lymphom nun eines der best 
heilbaren, nicht-kutanen Malignitäten darstellt. Die Inzidenz liegt bei etwa 3-5 Erkrankungen 
pro Jahr und 100.000 Einwohner, wobei das männliche Geschlecht häufiger betroffen ist, als 
das weibliche (5:3) [5]. Zwei Gipfel markieren hier die Inzidenz: Der erste liegt im Bereich 
von 25 Jahren, der zweite Gipfel zeigt sich um das 70. Lebensjahr, wobei bei dem des 
höheren Alters die Erkrankungshäufigkeit ansteigt [5].  
 
Seit 1993 werden die verschiedenen Subtypen der Non-Hodgkin-Lymphome sowie der 
Hodgkin Lymphome nach der R.E.A.L.-Klassifikation („Revised European-American 
Lymphoma Classifikation“) unterteilt. Kriterien dieser Einordnung sind Immunphänotyp, 
Morphologie und klinischer Verlauf [39]. Im Gegensatz zur Rye-Klassifikation wird hier der 
abnorme Typ des nodulären Paragranuloms (NLPHD) durch die fast vollständige 
Abwesenheit der sonst typischen H-RS-Zellen separiert.  
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In diesem Subtyp treten stattdessen L&H-Zellen mit polyglobulierten Zellkernen auf und am 
Rande angeordneten, kleinen Nucleoli. Die regulären Untergruppen sind anhand ihrer 
Gewebsstrukturierung geordnet. Somit lassen sich die Hodgkin-Lymphome, welche die 
üblichen H-RS-Zellen aufweisen, in den nodulär-sklerosierenden, lymphozytarmen, 
lymphozytreichen und den gemischtzelligen Subtyp gliedern. 
 
Die Biologie des Morbus Hodgkin ist immer noch in vielen Teilen ungeklärt. Obwohl über 
die Herkunft der Zellen mittlerweile die These existiert, daß es sich um transformierte B-, und 
in seltenen Fällen auch T-Zellen handelt, weiß man noch nicht viel um den eigentlichen 
Mechanismus dieser Transformation [85].  Ein typisches Merkmal der HRS Zellen ist der 
abweichende Karyotyp. Es wurden numerische Chromosomenabberationen mit zusätzlichen, 
vervielfältigten Chromosomen sowohl in Reed-Sternberg Zellen, als auch in Hodgkinzellen 
gefunden [47]. Beide Zelltypen tragen klonale Immunglobulin Genveränderungen. Das 
Muster der somatischen Mutationen in den neuangeordneten Ig Genen zeigen, daß diese 
Zellen transformierte, präapoptotische GCB-Zellen darstellen. Die gefundenen Mutationen im 
klassischen Morbus Hodgkin zeigen keine strenge Antigen -Rezeptor-Expression Selektion. 
Es wird vermutet, daß sich HRS Zellen in diesem Fall von einem Teil der GCB Zellen 
herleiten, welche eigentlich zugrunde gehen sollten, aber durch ein transformierendes 
Ereignis der Apoptose entkommen konnten [49].  
 
Basierend auf dem untypischen Immunphänotyp der HRS Zellen, die häufig Koexpression 
von für hämatopoetische Linien typischen Markern zeigen, und die regelmäßig gefundenen 
numerischen, chromosomalen Abweichungen, führten zu der Annahme, daß die HRS Zellen 
möglicherweise eine Zellfusion darstellen. Die Koexpression von B und dendritischen Zell- 
Markern wurde beispielsweise als Indikator dafür genommen, daß diese Zellen aus der Fusion 
eines B Lymphozyts mit einer dendritischen Zelle abstammen. Diese Fusions-These wurde 
jedoch später von Küppers et al. widerlegt [47]. 
 
Es konnte mehrfach gezeigt werden, daß HRS Zellen den Großteil des B-Zell typischen 
Genexpressions-Programmes verloren haben. Dieser Sachverhalt könnte zur Erklärung 
beitragen, warum die Zellen ohne B-Zell Rezeptorexpression persistieren können. Es würde 
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daraufhin deuten, daß zumindest eines der transformierenden Ereignisse in der Pathogenese 
des M. Hodgkin, auf einen bedeutenden Regulator der Zellinien-Identität Einfluss hat. 
 
Die Vermutung über einen viralen Zusammenhang konnte bisher keinen konkreten HD Virus 
hervorbringen [85]. Da bei ca. 40 - 60% der Patienten das EB Virus nachweisbar ist, wird 
eine Beziehung zu Virusinfektionen vermutet. Die Infektiöse Mononukleose erhöht das 
Risiko an Morbus Hodgkin zu erkranken, und zwar um das Dreifache. Die Genexpression der 
Hodgkin Lymphom Linien erwies sich in Versuchen von Küppers et al denen von EBV 
transformierten B-Zellen als sehr ähnlich [47]. 
 
Gallagher et al zeigt betreffend des Zusammenhanges von EBV und Morbus Hodgkin, daß 
auch ein Grossteil der M. Hodgkin Fälle nicht EBV-assoziiert ist. Es kann also wiederum  
nicht von einer obligaten, kausalen Verknüpfung ausgegangen werden. Vergleicht man 
zwischen hoch- und niedrig entwickelten Ländern, weist die Verteilung der EBV assoziierten 
Fälle zu den nicht-assoziierten einen signifikanten Unterschied auf. In Ersteren zeigt sich ein 
EBV-assoziierter Anteil von annähernd einem Drittel. In Entwicklungsländern liegt dieser 
Anteil weit darüber [33]. Dies spricht für den Einfluss exogener Faktoren. 
 
Eine wichtige Rolle in der Pathogenese des M. Hodgkin könnten neu entdeckte HL-
spezifische Gene spielen. In den HRS Zellen wurden abweichende Expressionen 
beispielsweise von den Faktoren GATA-3, ABF1, EAR3 und Nrf3 gefunden, die 
möglicherweise neue, diagnostische Marker hervorbringen könnten [48]. 
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1.8  Fragestellung 
 
 
Die Apoptose spielt bei malignen Prozessen eine entscheidende Rolle in der Bilanzierung. 
Vorgänge der Inhibition und Induktion stellen wichtige Bestandteile der 
Grundlagenforschung dar. Beteiligt sind intrinsische und extrinsische Prozesse, wobei in den 
letzen Jahren die intrinsische Aktivierung am Mitochondrium immer mehr in den 
Vordergrund trat. Hierbei nehmen Cytochrom C und das mitochondriale Membranpotential 
eine zentrale Rolle ein. Es wurde deutlich, daß Änderungen des mitochondrialen 
Membranpotentials zu Porenbildung und Porenöffnung - teilweise transient - führen und die 
Zelle zur Apoptose leiten. Die Wirkung von Zink wurde in etlichen Arbeiten untersucht. Es 
finden sich unter sehr unterschiedlichen Bedingungen ambivalente Effekte. Unsere 
Fragestellungen lauteten wie folgt: 
 
 
Zeigen unsere Zellen der HDLM2 Reihe unter Fas-Stimulation klassische Apoptosen? 
 
Ändert sich das mitochondriale Membranpotential unter Fas-stimulierter Apoptose? 
 
Was lässt sich nach Behandlung mit Zink feststellen? Werden Apoptosen inhibiert? 
 
Lassen sich morphologische Besonderheiten nach der Apoptose-Inhibition durch Zink 
erkennen? Und in welchem Zusammenhang stehen sie mit den mummifizerten Hodgkin-
Zellen? 
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II. Material und Methoden 
 
 
 
 
2.1  Die Hodgkin-Zellinie HDLM2 
 
Die verwendete Zellinie zur Untersuchung der CD-95 induzierten Apoptose und deren 
Inhibition am Morbus Hodgkin war die Hodgkin-Zellinie HDLM2. Sie wurde uns 
freundlicherweise von Herrn Professor Dr. V. Diehl, Direktor der I. Medizinischen Klinik der 
Universität Köln, zur Verfügung gestellt. Die Zellen befinden sich in Suspension und 
tendieren ab einer bestimmten Zelldichte zu rundlichen Zellansammlungen. 
 
 
 
 
2.2  Kultivierung der Zellinie 
 
Zur Kultivierung der Zellinie wurde das L-Glutaminhaltige Medium RPMI 1640 (PAA, Linz, 
Österreich) mit 10%-igem fetalen Kälberserum (PAA, Linz, Österreich), 10 U/ml Penicillin G 
und 10µg/ml Streptomycin (Gibco) angereichert.  
 
Um die Zelldichte bei 5x106 zu halten, wurden die Zellen alle sechs Tage nach 5 minütiger 
Zentrifugation (Zentrifuge, Rotanta, Hettich, Tuttlingen, BRD) bei 1200 rpm abgeerntet, um 
anschließend mit frischem Medium versorgt zu werden. Die verdünnten, resuspendierten 
Zellen wurden jeweils mit 5ml in Falcon Zellkulturflaschen á 50 ml (BD Biosciences, Le Pont 
de Claix, Frankreich) und mit 40 ml in Falcon Zellkulturflaschen á 250 ml (BD Biosciences, 
Le Pont de Claix, Frankreich) angesetzt. Kultiviert wurden die Zellen bei 37°C in einer mit 
5%-igem CO2 angereicherten Atmosphäre im Brutschrank (Heraeus, Hanau, BRD). Das 
Arbeiten mit der Zellinie HDLM2 erfolgte auf einer Sicherheitswerkbank der Klasse II 
(Antares 72, Biohit, Köln, BRD). 
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2.3  Stimulation und Inhibition der Zellkulturen 
 
Zu den Versuchen wurde eine Zellmenge von 1x106 abgeerntet. Hierzu wurde die Neubauer 
Zählkammer (Brand, BRD) benutzt. Ein Tropfen der Suspension wurde zwischen das 
angefeuchtete, aufgelegte Deckblättchen und die Neubauerkammer gegeben. Dann wurde die 
jeweilige Anzahl der Zellen in den vier Quadraten unter dem Mikroskop (Wilovert, Will, 
Wetzlar, BRD) ausgezählt. Um die gewünschte Zellzahl zu erhalten, wurden anschließend 
von der dementsprechenden Suspensionsmenge die Zellen bei 1500g zentrifugiert und das 
entstandene Pellet, nach Verwerfen des Überstandes, in 0,5ml Medium im Eppendorfhütchen 
resuspendiert. 
 
Um die Apoptose bei den Zellen hervorzurufen, wurden die CD-95 Rezeptoren stimuliert. Für 
diesen Zweck wurde der monoklonale Antikörper CH-11 (Immunotech, Hamburg, BRD) in 
einer Endkonzentration von 30 µg/ml verwendet. Die gewählte Inkubationszeit des 
Antikörpers, bis zum Beginn der Time-lapse Aufnahmen betrug 120 min, bei 37°C und 5%-
iger C02 Atmosphäre. Als Inhibitor der Apoptose agierte Zink-Chlorid (Fluka, Buchs, 
Schweiz). Das ZnCl2 wurde in PBS (Dulbecco, Biochrom, Berlin, BRD) gelöst und in einer 
Endkonzentration von 1mM in den Experimenten verwendet.  
 
 
     
2.4  Fluoreszenzfärbung 
 
Um das mitochondriale Membranpotential in der Hodgkin-Zellinie untersuchen zu können, 
benutzten wir die grüne Fluoreszenz  
5,5`,6,6`-Tetrachloro-1,1`,3,3`-tetraethylbenzimidazolylcarbocyaniniodid (JC-1, CAS 47729-
63-5, Alexis, BRD). 
 
Dieser Farbstoff besitzt die besondere Eigenschaft als Monomer eine andere Fluoreszenz zu 
formen, als im Zustand des Aggregates. Dadurch ließen sich die unterschiedlichen Zustände 
der Zellen während der Apoptose unter dem Mikroskop sichtbar machen. Die Technik der  
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Time-Lapse Aufnahmen mit Hilfe des Softwarepaketes Openlab (Version 2.2.5, Improvision, 
Coventry, Großbritannien) ermöglichte dabei die Beobachtung des Experimentverlaufes, der 
jeweils auf vier Stunden angesetzt war.    
Für die einzelnen Versuche mit dem Fluoreszenzfarbstoff JC-1 dienten vorbereitete Aliquots: 
20 µl JC-1 wurden mit 980 µl Tris-HCL [5mM, pH 8,2 + 1%DMSO] verdünnt und sorgfältig 
gelöst (Vortex, Heidolph, BRD, Typ Reax top). Danach erfolgte das kurze Abzentrifugieren 
bei 12000 rpm für 20 Sekunden (Biofuge Pico, Kendro, Osterode, BRD, Max.  RZB [g]: 
14000). Der daraus gewonnene Überstand wurde von dem schlecht lösbaren Anteil JC-1 
getrennt, in ein neues Eppendorfhütchen überführt und in kleine Portionen à 20-50 µl 
aliquotiert. Die Lagerung erfolgte bei -20 °C. Zu jedem Versuch wurde ein frisches Aliquot 
verwendet, welches zuvor durch Erwärmung in der geschlossenen Hand aufzutauen war. 
Der Fluoreszenzfarbstoff JC-1 wurde dann mit der Menge von 25 µl unter stark 
lichtreduzierten Arbeitsbedingungen in 500 µl HDLM2 Zellsuspension pipettiert. Die 
Konzentration des JC-1 betrug demnach hierbei 7,7 µM.  
 
Die Zellen in den Eppendorfhütchen beluden sich für die Dauer von 30 Minuten mit dem JC-
1 Farbstoff im Brutschrank bei 37° C und 5%-iger CO2 Atmosphäre. Nach Ablauf der Zeit 
schloss sich unmittelbar eine fünfminütige  Zentrifugation an, die bei 3000 rpm (Biofuge 
Pico, Max  RZB [g]: 14000, Kendro, Osterode, BRD) erfolgte. Um den Anteil an 
extrazellurären Farbstoffaggregaten zu minimieren, wurden die Proben hiernach mit 600 µl 
PBS (Dulbecco, Biochrom, Berlin, BRD) gewaschen. 
 
Nach Resuspension der entstandenen Pellets im Eppendorfhütchen wurden die Proben in mit 
Poly-L-Lysin beschichtete Petrischalen pipettiert. Diese beschichteten Schalen wurden 
benutzt, damit sich die in Suspension befindlichen HDLM2-Zellen am Boden der Petrischalen 
absetzten, was sich für die vierstündige Methode der Untersuchungen am 
Fluoreszenzmikroskop als erforderlich erwies.  
 
Zur Stimulation der Apoptose, erfolgte die Zugabe von 30µl des monoklonalen Antikörpers 
CH-11 vor der Pipettierung in die Petrischale. Für einen Inkubationszeitraum von 60 Minuten 
inkubierte  die Lösung bei 37°C und 5%-iger CO2 Atmosphäre im Brutschrank. Nach diesen 
ersten 60 Minuten im Eppendorfhütchen wurde die angesetzte Suspension in die beschichtete 
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Petrischale überführt, wo sich weitere 60 Minuten Einwirkzeit anschlossen. Nach Beendigung 
dieser insgesamt zweistündigen CH-11 Inkubationen, folgte unmittelbar das Verschließen der 
Petrischalenränder mit Parafilm, wobei sich das Hinzufügen eines minimalen Seifenfilms auf 
dem Deckel der Petrischale vor dem Zukleben als günstig erwies, zur Steigerung der 
Bildqualität.  
So konnten mögliche Kondenstropfen aus dem Bildausschnitt ferngehalten werden. Nach 
weiteren 15 Minuten setzte die Untersuchung mittels der Software Openlab am 
Fluoreszenzmikroskop ein. Das Verfahren wird weiter unten ausführlich erläutert.  
 
In den Versuchen, in welchen die Inhibitionswirkung des Zinkchlorid auf die Apoptose 
untersucht werden sollte, diente folgendermaßen hergestelltes 0,1 Molares Zinkchlorid:  
Nach Kalibrierung der Feinwaage (Sartorius, Göttingen, BRD, Typ R 300 S) erfolgte das 
möglichst genaue Abwiegen von 1,363 g ZinkChlorid (Fluka, Buchs, Schweiz, Cat. Nummer 
96469 ; Molekulargewicht 136,3 g/ml). Die erhaltene, in Granulat vorliegende Menge ZnCl2, 
wurde nun in 100 ml H2O dest. durch Benutzung des Heizmagnetrührers (IKA-Werke, 
Staufen, BRD, Typ RCT B) vollständig gelöst. Vor der Zugabe des JC-1 Farbstoffes wurden 
noch 5µl des beschrieben Zinkchlorids zu den 495 µl Zellsuspension hinzugegeben und 
konnte ebenfalls bei 37°C und 5%-iger CO2 Atmosphäre im Eppendorfhütchen einwirken.  
 
 
Durch die Verdünnung mit den 495 µl Zellsuspension errechnete sich die gewünschte 
Endkonzentration von 1 mM Zinkchlorid. Nach Ablauf von 120 Minuten Inkubation, wurde 
bei 3000 rpm für die Dauer von fünf Minuten das Medium abzentrifugiert, der Überstand 
verworfen und das Pellet durch Zugabe von 0,5 ml RPMI erneut in Suspension versetzt. An 
diese Stelle reihte sich dann der schon oben erklärte, weitere Ablauf des Versuches mit 25 µl 
JC-1 an.  
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2.4.1  Der  Fluoreszenzfarbstoff JC-1   
                                                                [5,5´,6,6´-Tetrachloro-1,1´,3,3´-tetraethylbenzimidazolylcabocyanine iodid]  
 
JC-1  ist ein kationischer Farbstoff, der Mitochondrien lebender Zellen membranpotential-
abhängig anfärbt. 
 
Er existiert in zwei verschiedenen Zustandsformen: als Monomer und als Aggregat. Ab einer 
Konzentration von über 0,1 µM wässriger Lösung, lagern sich die monomeren Anteile zu J-
Aggregaten zusammen und besitzen in diesem Zustand die Eigenschaft rot zu fluoreszieren. 
Die Monomere liegen im Gleichgewicht mit den so genannten J-Aggregaten vor, welche 
begünstigt sind bei höherer Farbstoffkonzentration, oder höherem mitochondrialen 
Membranpotential. Die Monomere dagegen treten vermehrt bei niedrigem Membranpotential, 
oder niedriger Konzentration auf. Beide Formen können simultan beobachtet werden. 
Entsprechend der Änderungen im Membranpotential, kann unter dem Fluoreszenzmikroskop 
ein Farbshift von rot nach grün beobachtet werden. Monomere des JC-1 weisen hierbei die 
grüne Fluoreszenz (Lambda em= 527nm) auf, während die J-Aggregate in der Farbe Rot 
fluoreszieren (Lambda em=590 nm). In Bezug auf das Verhältnis von rot zu grün, besteht 
hierbei alleine eine Abhängigkeit vom Membranpotential und nicht von Faktoren wie Größe, 
Form, oder Dichte der Mitochondrien, welche nur möglicherweise einen Einfluss auf einzelne 
Signalkomponenten haben können.  
 
Mit Hilfe der Fluoreszenz-Technik eröffnet sich eine Möglichkeit, die Membranpotentiale zu 
studieren und zu vergleichen.  Der Farbstoff JC-1 eignet sich im Besonderen für 
Untersuchungen im Bereich Apoptose. Er wird in diesem Feld weitreichend eingesetzt, um 
die Depolarisation der Mitochondrialen Membran in den frühen Stadien der Apoptose zu 
detektieren. In apoptotischen Zellen findet sich der Farbstoff im Cytoplasma und fluoresziert 
dort grün. JC-1 kann als Membranpotential-Indikator in den verschiedensten Zelltypen 
verwendet werden, darunter sind Myocyten und Neuronen, intaktes Gewebe und isolierte 
Mitochondrien (Literaturnachweise siehe Datasheet/Product Inf. JC1 and JC9, Alexis, BRD) 
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   Abb.: Schematische Darstellung des JC-1 Emissionsverhaltens am Mitochondrium 
 
 
 
 
2.5  Time-Lapse Aufnahmen 
 
Vor jedem Versuch erfolgte eine Kalibrierung des im Folgenden beschriebenen 
mikroskopischen Systems. 
  
Alle mikroskopischen Aufnahmen wurden mit einem Fluoreszenzmikroskop der Firma Zeiss 
(Typ Axiovert 100, Carl Zeiss, Jena, Deutschland) durchgeführt. Die vierstündigen Time-
Lapse Aufnahmen erfolgten auf einem Macintosh G4 (Apple, Version Mac OS D2-9.1) unter 
Benutzung des Improvision Software-Paketes OpenLab (OpenLab Version 2.2.5, 
Improvision, Coventry, Großbritannien). Zur digitalen Übertragung der mikroskopischen 
Bilder auf den Macintosh G4 diente eine Hamamatsu Digital Kamera (Model C 4742-95-12 
NRB, Hamamatsu Photonics K.K., Japan). Weiterhin gehörten zum verwendeten OpenLab 
System der  LPS-150 Lamp Controler, der Orbit I controler (kontrolliert den Durchlichtöffner 
und das Filterrad), der Orbit II controler (reguliert den Piezo Drive und den Monochromator), 
der Hamamatsu Camera Controler.  
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Die Wellenlängen wurden über den Polychromator  (Polychrome IV, T.I.L.L. Photonics, 
Planegg, Deutschland) eingestellt. Der von uns verwendete Filtersatz bestand aus einem 
Dichroic (XF 2050) mit einer Transmission [nm] von 410-482, 498-550, 547-654 und einem 
Emitter (XF 3063) mit einer Transmission [nm] von 450-466, 510-532, 590-616. Beide Filter 
waren vom Typ Omega-Optical (Photomed, Seefeld, Deutschland). 
 
Im Anschluss an die entsprechenden Inkubationszeiten, erfolgte die Entnahme der Petrischale 
aus dem Brutschrank und das Abdichten derselben mithilfe eines schmalen Streifens Parafilm 
(Parafilm „M“, American National Can, Chicago, USA). Dies diente der Verminderung des 
Austrocknens der Zellen, während der vierstündigen Aufnahmen unter dem Mikroskop. Die 
Petrischale wurde in den vorgeheizten 37°C Inkubatoraufsatz gesetzt. Unter kontinuierlicher 
Dunkelheit und einer Temperatur von 37°C, folgte das Aufsuchen und Scharfstellen der 
Zellebene im Durchlicht und das Auswählen eines geeigneten Bildausschnittes. Nach 
Überprüfung der beiden möglichen Fluoreszenzen von JC-1 (527 nm und 590 nm) unter 
gleichsamer Anregungswellenlänge von 488 nm und der Einstellung der benötigten 
Belichtungszeiten, konnte nach ungefähr einer viertel Stunde das automatisierte Modul 
gestartet werden. Die Belichtungszeiten lagen hierbei für die 527 nm Aufnahmen zwischen 
300 und 400 ms, für die 590 nm Aufnahmen zwischen 250 und 350 ms. Die 
Durchlichtaufnahmen benötigten eine Belichtungsdauer von ca. 10-20 ms.  
 
Das Modul erstellte nun für alle drei Einstellungen, 60 Mal alle 240 s jeweils ein Bild, also 
innerhalb von vier Stunden 60 Bilder im Durchlicht, 60 bei 527 nm und 60 bei 590 nm, wobei 
die beiden letztgenannten bei 488 nm angeregt wurden.  
 
2.6  Quantifizierung der Fluoreszenzaufnahmen 
 
Die OpenLab spezifischen liff. Dateien beinhalteten alle Daten eines Durchlaufes. 
Darauf konnte ein, freundlicherweise von Herrn Jason Stephens (Improvision Customer 
Support, Coventry, Großbritannien) geschriebenes OpenLab-Modul angewendet werden, um 
die Daten der Fluoreszenzaufnahmen zu quantifizieren.  
Nach manueller Eingabe mithilfe der im OpenLab Programm zu findenden HSI Colorspy 
Funktion, war eine möglichst optimale Ausblendung des unerwünschten Hintergrundes 
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möglich. Somit erfolgte eine pro Datensatz einmalige Vorgabe zur Erkennung des 
Fluoreszenzfarbbereiches. Das Modul erfasste in automatisierter und somit standardisierter 
Form die relevanten, fluoreszierenden Bereiche (Regions of Interest) und quantifizierte deren 
eingenommene Fläche durch Erstellung eines binären Bildes und Subtraktion der dort im 
Gegensatz zu den homogen schwarzen ROIs, unrelevanten weißen Hintergrundfläche. Die 
Werte waren in einer Measurementtabelle innerhalb des Programms zugänglich und wurden 
anschließend in eine EXCEL Tabelle zur Weiterverarbeitung auf dem PC konvertiert. 
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III. Ergebnisse 
 
 
3.1  HDLM-2 Zellen nach JC1 Fluoreszenzfärbung  
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 Abb.: HDLM-2 Zellen nach JC1 Fluoreszenzfärbung. Ausschnitte der Time-lapse Aufnahmen nach       
 1(a), 40 (b), 100 (c), 160 (d), 200 (e) Minuten. (1:200)  
 
Ergebnisse:  Im Verlauf zeigt sich eine stetige Zunahme der grünen Fluoreszenz bei 
gleichzeitiger Abnahme der roten Fluoreszenz. 
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3.2  HDLM-2 Zellen nach CD95 Stimulation und JC1 Fluoreszenzfärbung 
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 Abb.: HDLM-2 Zellen nach CD95 Stimulation und JC1 Fluoreszenzfärbung.  Ausschnitte der Time-    
 lapse Aufnahmen nach 1(a), 40 (b), 100 (c), 160 (d), 200 (e) Minuten. (1:200)   
               
Ergebnisse: Schon in (b) tritt eine Verschiebung der Fluoreszenzen von Rot nach Grün ein. 
In (e) sind nur noch vereinzelt JC-1 Aggregate vorhanden. 
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3.3  HDLM-2 Zellen unter Zinkbehandlung (1mM) und JC1 
Fluoreszenzfärbung 
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 Abb.: HDLM-2 Zellen unter Zinkbehandlung (1mM) und JC1 Fluoreszenzfärbung. 
 Ausschnitte der Time-lapse Aufnahmen nach 1(a), 40 (b), 100 (c), 160 (d), 200 (e) Minuten  (1:200).
   
 
Ergebnisse: Bis (e) zeigt sich Rot als annähernd stabil. Eine Zunahme von Grün ist in 
geringem Masse erkennbar.    
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3.4  HDLM-2 Zellen unter Zinkbehandlung (1mM) nach CD95 Stimulation  
      und JC1 
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 Abb.: HDLM-2 Zellen unter Zinkbehandlung (1mM) nach CD95 Stimulation und JC1    
 Fluoreszenzfärbung. Ausschnitte der Time-lapse Aufnahmen nach 1(a), 40 (b), 100 (c), 160 (d),  
 200 (e) Minuten.(1:200)         
      
Ergebnisse: Bis (c) zeigt sich rot als annähernd stabil. Eine Zunahme von Grün ist von (d) 
nach (e) zu erkennen. In (e) überwiegt schließlich die Monomer-Fluoreszenz. 
 
 
 
 
 
ERGEBNISSE 
 39 
3.5  Phasenkontrastaufnahmen der HDLM-2 Zellen nach CD95 Inkubation 
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 Abb.: Phasenkontrastaufnahme der HDLM-2 Zellen nach 120 minütiger CD95 Inkubation, zu  
 Beginn der Time-Lapse Aufnahme.  (1:200)  
 
Ergebnis: Das Bild (a) zeigt vitale HDLM-2 Zellen. Vereinzelt erscheinen beginnende 
Apoptosen. 
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 Abb.: Phasenkontrastaufnahme der HDLM-2 Zellen nach 360 minütiger CD95 Inkubation (1:200).  
 
Ergebnisse: In (b) und (c) sind deutliche, morphologische Veränderungen  eingetreten. Die 
Vitalität ist überwiegend verloren. Das Zellbild wird von zugrundegehenden Zellen dominiert. 
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3.6  Phasenkontrastaufnahmen des JC1 Fluoreszenzversuches nach  
       CD95 Stimulation 
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 Abb.: Ausschnitte der Phasenkontrastaufnahmen des JC1 Fluoreszenzversuches nach     
 CD95 Stimulation (1:200).  
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Ergebnisse: Die Anordnung zeigt Aufnahmen nach 1(a), 40 (b), 100 (c), 160 (d), 200 (e) 
Minuten. Im Verlauf zeigen sich zunehmend apoptotische Zellen (beginnend mit 
Zellschrumpfung, gefolgt vom Budding-Phänomen und der Bildung apoptotischer 
Körperchen). Das Zellbild in (e) wird deutlich von untergehenden Zellen bestimmt. 
 
 
3.7  Phasenkontrastaufnahmen eines JC1-Fluoreszenzversuches mit  
        vorangegangener ZnCl2 (1mM) Behandlung.  
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 Abb.: Die Abbildung zeigt Phasenkontrastaufnahmen eines JC1-Fluoreszenzversuches mit    
 vorangegangener ZnCl2 (1mM) Behandlung (1:200).  
 
Ergebnisse: (a) und (b) sind Ausschnitte der Time-Lapse Aufnahme nach 1 (a) und nach 200 
(b) Minuten. Die Zellen wirken vital aber etwas aufgequollen. Im Verlauf von (a) nach (b) 
sind keine wesentlichen  morphologischen Zellveränderungen zu erkennen. Die Zellen weisen 
über den zeitlichen Verlauf Stabilität und Vitalität auf. 
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3.8  Phasenkontrastaufnahmen des JC1-Fluoreszenzversuches  
      (ohne anti-CD95 und Zink) 
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 Abb.: Die Abbildung zeigt in Phasenkontrastaufnahmen des JC1-Fluoreszenzversuches (ohne anti-  
 CD95 und Zink) Ausschnitte der Time-Lapse Aufnahme nach 1 (a) und nach 200 (b) Minuten.(1:200) 
 
 
 
Ergebnisse:   Die HDLM-2 Zellen in (a) sind vital und zeigen weitgehend homogene 
Zellmembranen. In (b) ist die Vitalität weitgehend erhalten, vereinzelt sind 
Zellschrumpfungen zu erkennen. 
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3.9  Phasenkontrastaufnahmen des JC1-Fluoreszenzversuches nach CD95 
Stimulation unter Einfluss von 1mM ZnCl2 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
                     
                                            a                                 b 
             
 
 
             
 
             
 Abb.: Ausschnitte der Phasenkontrastaufnahmen des JC1-Fluoreszenzversuches nach CD95   
 Stimulation unter Einfluss von 1mM ZnCl2 . Die Abbildung zeigt Aufnahmen nach 1(a) sowie nach   
 200 (b) Minuten.(1:200) 
 
 
Ergebnisse: Im Verlauf kommen einige apoptotische Prozesse hinzu; eine Vielzahl der 
Zellen in Abbildung (b) erscheint intakt und vital. 
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3.10  Phasenkontrastaufnahmen eines Kontrollversuches mit ZnCl2  
         (1mM) (ohne JC1 und anti-CD95) 
 
 
 
         
            
            
            
            
      
                                                                                                a                b 
 
 
            
 
 
 Abb.: Die Abbildung zeigt Phasenkontrastaufnahmen eines Kontrollversuches mit ZnCl2 (1mM)    
 (ohne JC1 und anti-CD95 ). Die Bilder (a) und (b) präsentieren Ausschnitte der Time-Lapse   
 Aufnahme nach 1 (a) und  nach 200 (b) Minuten (1:200).   
 
 
 
Ergebnisse: Im Verlauf von (a) nach (b) sind keine morphologischen Zellveränderungen zu 
erkennen.  
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3.11  Phasenkontrastaufnahmen eines Kontrollversuches mit HDLM-2  
         Zellen, ohne ZnCl2 , JC1 und anti-CD95 
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 Abb.: Die Abbildung der Phasenkontrastaufnahmen eines Kontrollversuches mit HDLM-2 Zellen,  
 ohne ZnCl2 , JC1 und anti-CD95, zeigt Ausschnitte der Time-Lapse Aufnahme nach 1 (a)  
 und nach 200 (b) Minuten  (1:200).  
 
 
Ergebnisse: Im Verlauf von (a) nach (b) sind keine morphologischen Veränderungen im  
Zellbild zu erkennen. Die Zellen sind über den zeitlichen Verlauf stabil und vital. 
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3.12  Ratio Darstellungen der JC1 Fluoreszenzen 
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 Abb.: Dargestellt ist jeweils die Ratio beider JC1-Fluoreszenzen (grün/rot) im Verlauf von 60    
 Bildern. Mitochondriale, Membranpotential-abhängige JC1-Fluoreszenz-färbungen von HDLM-2   
 Zellen mit (c, d) und ohne CD95-Stimulation (a, b), mit (b, d) und ohne (a, c) Zinkchlorid. 
 
 
 
Ergebnisse: Eine generelle Zunahme der Monomer-Fluoreszenz (grün) im Verhältnis zur 
Aggregat-Fluoreszenz (rot) ist bei allen Graphen zu verzeichnen. Ein frühzeitiger Anstieg des 
Kurvenverlaufes ist erkennbar bei CD95 Stimulation ohne Inhibitionsfaktor ZnCl2 (Bild c), 
ein verzögerter Anstieg zeigt sich bei Zinkbehandlung (Bild a, b).     
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IV. Diskussion 
 
 
In diesem Abschnitt werden die Ergebnisse der Arbeit interpretiert und im Hinblick auf 
Ergebnisse anderer Forschungsgruppen betrachtet. Es werden dabei neueste Erkenntnisse 
über die Paraptose einbezogen und die Differenzierung des PCD deutlich gemacht. 
Abschliessend werden die Resultate in Zusammenhang mit dem Phänomen der 
mummifizierten Hodgkin-Zelle gebracht. 
 
 
In dieser Arbeit haben wir den Zelltod der Hodgkinzellinie HDLM-2 mit folgenden 
Methoden analysiert: 
 
 
Durch Stimulation der CD95-Rezeptoren mithilfe des monoklonalen Antikörpers CH-11, in 
der Endkonzentration von 30 µM und einer Inkubationszeit von 120 Minuten, wurden die 
Zellen in Apoptose versetzt. Zur Inhibition der Apoptose benutzen wir Zink-Chlorid in einer 
Konzentration von 1mM. Die Floureszenzfärbung mit JC-1 ermöglichte durch seine 
membranpotentialabhängige Anfärbung der Mitochondrien eine visuelle Darstellung der 
Abläufe unter dem Mikroskop. Die Ereignisse nach Stimulation und Inhibition konnten 
mithilfe von Time-lapse Aufnahmen dokumentiert werden. Dieses spezielle Time-lapse 
Verfahren ermöglichte die vierstündige Verlaufsstudie einer digitalen Erfassung 
mikroskopischer Aufnahmen des dynamischen, mitochondrialen Membranpotentials im Laufe 
des FAS-induzierten Zelltodes von HDLM-2 Zellen.  
 
4.1  Ergebnisse 
 
Als wesentliche Ergebnisse sind festzuhalten: 
 
a) die mitochondrialen Membranpotentiale verändern sich unter der CD95-Stimulation bzw.    
Apoptose:  
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Nach Apoptose-triggerndem Stimulus, in unserem Fall nach CD95 Stimulation,  kommt es 
zum  Abfall des Inneren Mitochondrialen Membranpotentials. Ein Sinken des 
mitochondrialen Membranpotentials wird durch das sich verändernde Verhältnis der beiden 
unterschiedlichen  JC-1 Zustände (Aggregat, Monomer) deutlich sichtbar. Der 
Floureszenzfarbstoff JC-1 tritt bei Apoptose vermehrt in seiner monomeren Zustandsform im 
Cytoplasma auf und zeigt damit im Verlauf der Time-lapse Aufnahme einen Farbshift von rot 
nach grün.   
 
b) die mitochondrialen Membranpotentiale verändern sich unter CD95-Stimulation und 
zusätzlicher Behandlung mit Zinkchlorid wie folgt: 
 
Zinkionen hemmen die Veränderung der Membranpotentiale. Das Verhältnis von Aggregat 
und Monomer, bzw. von roter und grüner Fluoreszenz weist nach Inhibition mit Zinkchlorid 
einen verminderten Farbshift auf. Der Membranpotentialabhängige Farbstoff JC-1 macht 
dadurch sichtbar, das Zink einen hemmenden Einfluss auf die Depolarisation der 
Mitochondrialen Membran im frühen Stadium der Apoptose besitzt. 
 
 
 
 
4.2  Einordnung von Ergebnissen aus Versuchen an einer Hodgkin-Zellinie 
 
Die Untersuchung des Morbus Hodgkin wird durch die geringe Anzahl an H-RS-Zellen in 
den Tumorinfiltraten erschwert. Auch stehen trotz intensiver und langjähriger Bemühungen 
nur wenige anerkannte permanente Zellinien zur Verfügung. Bei der Isolation solcher Linien  
kann es  zur Etablierung besonderer Zellklone kommen, die möglicherweise 
überdurchschnittlich resistent [22], oder auf EBV-infizierte Blasten zurückzuführen sind.  So 
ist der Nachweis, daß die Zellinie auch tatsächlich vom malignen Zellklon abzuleiten ist 
bisher nur an einer Linie geführt worden.   
Darüber hinaus muss ebenso der Faktor der Langzeitkultivierung berücksichtigt werden. 
Innerhalb des Kultivierungszeitraumes kann es dazu kommen, daß sich aus dem regulärenm  
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Zellklon ein unrepräsentativer Zellklon entwickelt, der sich in seinen Eigenschaften verändert 
hat. Zur Veränderung könnten ebenfalls die am Patienten schon durchgeführten Therapien 
führen. Nach Radio- und Chemotherapie könnten durchaus genetische Anomalien auftreten.  
 
Da viele Ergebnisse sich in der Vergangenheit jedoch auch am histologischen Schnitt 
anschliessend belegen liessen, erscheint die Verwendung von Zellinien trotzdem 
zweckmäßig. 
 
Die Zellinie, die in dieser Arbeit verwendet wurde, entspringt eines nodulär-sklerosierenden 
Typs [22]. Demzufolge können Rückschlüsse nur beschränkt auch auf andere Subtypen 
gezogen und/oder übertragen werden.  
 
 
4.3  Diskussion der Ergebnisse im Zusammenhang 
 
Aus unseren Versuchen zur Rolle von Zink für die CD95 induzierte Apoptose in der Hodgkin 
Zellinie ergaben sich neue Erkenntnisse für die Bedeutung der mitochondrialen 
Depolarisation. Ziel war es, die mitochondrialen Veränderungen unter der Wirkung von anti-
FAS und Zink näher zu untersuchen.  Wir haben herausfinden können, daß Zink in einer 
Konzentration von 1mM bei der Zellinie HDLM-2 nach FAS-induzierter Apoptose, eine 
inhibitorische Wirkung auf mitochondrialer Ebene zeigt.  
In Arbeiten von Untergasser et al finden sich Ergebnisse, die eine mit JC-1 gemessene 
Depolarisation des Mitochondrialen Membranpotentials nach 1mM Zinkbehandlung 
darstellen [78]. Hierbei handelt es sich jedoch um eine andere Zellinie, die zudem im 
Besonderen fähig ist, Zink zu akkumulieren.  
 
Anti-FAS ist ein gebräuchlicher Apoptoseinduktor, der auch in Versuchen mit der Zellinie 
HDLM-2 als zuverlässig zu betrachten ist und klassische Apoptosen gezeigt hat. Die HDLM2 
Zellen exprimieren den CD95 Rezeptor und reagieren mit klassischen Apoptosen [21]. 
In unseren Versuchen zeigten sich in Folge von CD95 Stimulation mit dem CH11-Antikörper 
morphologisch-klassische Apoptosen, die sich in den Time-lapse Aufnahmen in ihrem 
Verlauf sehr deutlich beobachten und dokumentieren ließen. Diese Ergebnisse belegen erneut 
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die Fähigkeit der HDLM2 Zellinie nach CD95 Stimulation Apoptose zu induzieren. Die 
Fluoreszenz des JC1 zeigte dabei einen deutlichen Abfall des Membranpotentiales im 
Mitochondrium, indiziert durch den Farbshift der Dualemission von JC1. JC-1 wird als 
sensitiver Indikator für die mitochondriale Apoptose eingeschätzt [59]. Einen Abfall des 
Membranpotentials nach CD95 Stimulation, gemessen mit JC-1, belegen u.a. auch Arbeiten 
von Fillon et al [30]. Unsere Versuche haben anschaulich zeigen können, wie das 
Membranpotential im Mitochondrium der HDML-2 Zellen während der Apoptose abfällt.  
 
Die Wirkung von Zink im Zusammenhang mit dem Zelltod ist,  wie in der Literatur 
beschrieben wird, ein wichtiger Bestandteil, der aber in gewisser Weise auch als 
gegensätzlich zu betrachten. Es sei hier vorangestellt, daß die in der Literatur zu findenden 
Ergebnisse an äußerst unterschiedlichen Zellen, Versuchsbedingungen und Methoden 
orientiert sind, sich Rückschlüsse und Analogien auf unsere Ergebnisse daher als nur begrenzt 
zulässig erweisen.  
 
Da Zink in vielen Aspekten der Zellfunktionen eine große Rolle spielt, ist anzunehmen, daß 
dementsprechend viele Stellen im Verlauf des Zelltodes durch Zink beeinflussbar sind. In 
einigen Arbeiten wird die Fähigkeit des Zinks, wie in unseren Versuchen, als Apoptose-
Inhibitor [11, 46, 55] und in anderen als Apoptose-Induktor [38, 71, 83] beschrieben, sowohl 
in vitro, als auch in vivo.  
 
Beim Down-Syndrom beispielsweise, zeigten sich zeitgleich neben erniedrigten Zink-Plasma 
Konzentrationen, auch dementsprechend vermehrte Apoptosen im Blut. Down-Syndrom-
Patienten die mit ZnSO4 behandelt wurden, verglichen mit Nicht-Behandelten zeigten, daß 
unter Zinksubstitution in vivo die Apoptosen vermindert im peripheren Blut auftraten [3].  
 
Schrantz et al untersuchten die Fähigkeiten der zweiwertigen Kationen Zink und Mangan als 
Modulatoren der Zellaktivierung. Dabei zeigte sich, wie auch schon von anderen 
Forschungsgruppen in ähnlicher Weise beschrieben wurde, daß die Wirkung von Zink im 
Bereich der Apoptose offenbar einer Dosisabhängigkeit unterliegt. In ihren Versuchen mit B-
Lymphom Zellen (Ramos) zeigte sich nach Mangan-induzierter Apoptose eine Hemmung 
durch Zink in der Konzentrationsspanne von 10-50 µM. Höhere Zink-Level (50 µM-100 µM) 
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bewahrten die Zellen nicht vor dem induzierten Tod, sondern liessen die Zahl der Zelltode 
ansteigen [62].  
 
Dieser Zink-induzierte Zelltod war unter anderem verbunden mit dem morphologischen 
Schrumpfen der Zellen, Chromatinkondensation und dem Sinken des mitochondrialen 
Membranpotentials. Die Caspasen 3 und 9 wurden dabei Zink-assoziiert aktiviert [62]. Bei 
Konzentrationen bis zu 50 µM hemmte Zink hierbei die mitochondriale Depolarisation 
(∆Ψm) sowie die Aktivierung der Caspasen 3 und 9. Die Hemmung der Mitochondrialen 
Depolarisation an der Membran, wird hier zwar ebenfalls beschrieben, jedoch in einem 
Konzentrationsbereich, der sich deutlich unter dem unserer Versuche befindet. 
  
Bei Stennicke et al finden sich ebenfalls andere Konzentrationen, die Inhibition der Caspasen 
betreffend. Die vollständige Hemmung der Caspase-9 wurde dort erst unter der Wirkung von 
1mM Zink erreicht. Die Konzentrationen von Zink erweisen sich, in verschiedenen Zelltypen, 
in ihrer Wirkung als nicht kongruent und können demzufolge nicht von einer Zellinie auf eine 
andere übertragen werden. Interessant hierbei erscheint der Zusammenhang mit der jeweilig 
vorhandenen Grundkonzentration an Zink. 
 
Zellspezifische, Zinkinduzierte Apoptose scheint abhängig von der Fähigkeit der jeweiligen 
Zellen, überhaupt hohe Zinkkonzentrationen akkumulieren zu können [28] [29]. In Versuchen 
mit PC-3, BPH und HPR-1 Zellen, ließ sich beobachten, daß in Zellen, die zu höherer  
Zinkakkumulation fähig waren (PC-3, BHP), im Gegensatz zu Zellen, die niedrigere 
Zinkkonzentrationen aufwiesen (HPR-1 Zellen), durch Zink vermehrt Apoptosen induziert 
wurden. Diese Erkenntnisse könnten der Klärung beitragen, warum in manchen Versuchen 
für gleiche Zinkkonzentrationen gegensätzliche Wirkungen zu finden sind (Induktion, 
Inhibition). Hohe, lokale Zinkkonzentrationen scheinen nötig zu sein, um einerseits 
proliferative Aktivitäten regulieren zu können und andererseits die Differenzierung zu 
verstärken [78].  
 
Zink verhindert die Aktivität von Ca²+/Mg²+ -abhängigen Endonucleasen, die bei der 
internucleosomalen DNA-Fragmentation im Verlauf der Apoptose involviert sind [34]. 
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Die Ca2+ und Mg2+ abhängigen Endonucleasen könnten folglich Zink-bindende Proteine 
darstellen und durch Zinkanbindung inhibiert, bzw. durch Zinkablösung enthemmt werden; 
dies wurde von Zalewski et al nach Versuchen mit Zinquin, einem UV-anregbarem, Zn(II)-
spezifischen Fluorophor, vermutet [88].  
 
Schon bei niedrigen Konzentrationen erfolgt die Inhibition der Caspasen, wie zum Beispiel 
die komplette Inhibition der Caspase-6 bei Konzentrationen von 0,1 mM [68] und die 
vollständige Inhibition der Caspase-3 findet bei einer Zink-Konzentration von 1 mM [68] 
statt. 
 
Möglicherweise kommt es bei dem apoptotischen Zelltod zu einer Lösung der Zinkionen aus 
den Endonucleasen, die dadurch anscheinend enthemmt werden. Durch diese Art der 
Endonucleasen-Aktivierung kann dann in der Folge die DNA fragmentiert werden. 
Demzufolge könnte es bei einer Zink-Mangeldiät dazu kommen, daß das Zink aus den Ca2+ 
und Mg2+ abhängigen Enzymen freigesetzt wird und diese damit enthemmt werden.  
Zellen die unter Zinkmangel gewachsen sind, unterliegen, nach Perry et al, spontaner 
Apoptose [55]. 
 
Die Beobachtung einer Hemmung der Depolarisation, wie wir sie in unseren Versuchen 
feststellen konnten, wurde bei Untergasser et al nicht gemacht. Dort führten hohe Zinklevel 
zum Abfall des Membranpotentials [78]. Diese Ergebnisse sind jedoch ebenfalls nur begrenzt 
vergleichbar, da dort zum einen eine andere Zellinie verwendet wurde (in vitro kultivierte 
humane Prostata-Epithelzellen) und zum anderen ein anderer Versuchaufbau zu finden war. 
Auch Pei Feng et al haben in ihren Versuchen zum direkten Effekt von Zink auf die 
Mitochondriale Apoptogenese in Prostatazellen gezeigt, daß Zink einen direkten Effekt auf 
die Mitochondrien hat, welcher zur Cytochrom C Freisetzung führt [28] und damit den 
Induktorischen Aspekt veranschaulicht.  
 
Die Bedeutung von Zink im Rahmen der mitochondrialen Apoptose wird durch diese 
modulatorischen Fähigkeiten jenes zweiwertigen Kations deutlich, 
 und zeigt, daß es ein wesentliches Potential innerhalb des Zelltodes besitzt. 
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4.4  Mumifizierte Hodgkin-Zellen 
 
 
Mumifizierte Hodgkin Zellen stellen Zellen dar, die sich im Verlauf ihres CD95 stimulierten 
Zelltodes atypisch verhalten. In ihrer Morphologie weisen sie Eigenschaften auf, die sich von 
der klassischen Apoptose unterscheiden [6, 52]. Sie sind lichtmikroskopisch charakterisiert 
durch einen kondensierten, basophilen Nucleus und homogenem, nuklearen Chromatin. 
Hodgkin und Reed-Sternberg Zellen reagieren im Gegensatz zu apoptotischen Zellen nicht im 
ISEL oder TUNEL Verfahren und halten die Expression der Antigene wie CD30 und CD15 
aufrecht [52]. Man geht davon aus, daß es sich dabei um eine abortive Apotose, oder auch 
para-Apoptose handelt. Bei der CD95 induzierten Apoptose der Zink-behandelten Zellinie 
HDLM2 kann man die klassischen mikroskopischen, morphologischen Veränderungen nicht 
beobachten. Die ultrastrukturelle Morphologie der Zellen führt dagegen zu Veränderungen 
wie bei mumifizierten Hodgkinzellen. Daher liegt es nahe, daß auch in den mumifizierten 
Zellen die mitochondriale Depolarisation nicht stattfindet und HRS-Zellen hier einen 
Apoptosedefekt haben.  
 
 
4.5  Der Programmierte Zelltod (PCD) und Paraptose 
 
Der Programmierte Zelltod (PCD) wird oftmals der Apoptose gleichgestellt. Aktuelle 
Ergebnisse beweisen jedoch, daß auch alternative, nicht-apoptotische Formen des PCD 
existieren. In der Literatur findet sich mittlerweile eine PCD-Unterteilung in 3 Typen. Typ 1 
ist der bekannte nukleäre bzw. apoptotische Typ, von dem viele Mechanismen der 
Aktivierung und Inhibition schon erforscht sind. Typ 2 ist ein sogenannter autophager Typ, 
der zum Teil durch RAS aktiviert werden kann [10]. Typ 3 ist der zytoplasmatische, dessen 
molekulare Aktivierung bislang unbekannt ist [12].  
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Die Zelltodformen des Typ 3 prägten innerhalb des PCD nun den Begriff der Paraptose. 
Arbeiten von Sperandio et al berichten vom Induzieren eines nicht-apoptotischen Zelltodes 
mit IGFIR (insulin-like growth factor I receptor)[66], der in seiner Form sehr dem Typ 3 des 
PCD ähnelt. Er zeigt folgende Charakteristika der Paraptoseformen:   
 
Zytoplasmatische Vakuolen, fehlende apoptotische Morphologie, sowohl fehlende Caspase-
Aktivierung, als auch fehlende Inhibitionsmöglichkeiten durch entsprechende Caspase-
Inhibitoren. Als weiteres Charakteristikum findet sich eine erforderliche Gentranskription und 
Translation [65].  
 
Wang et al beschreiben eine Paraptose-ähnliche Morphologie die in 293T Zellen ausgelöst 
wird durch Überexpression von TAJ/TROY, ein Mitglied der TNF-Rezeptor Familie [82]. Es 
geht einher mit dem Verlust des Mitochondrialen Membranpotentials und zeigt ebenfalls eine 
Caspase-Unabhängige Aktivierung. Bei Castro-Obregon et al findet man eine Paraptose-
ähnliche Morphologie, die durch Neurokinin-1 Rezeptor (NK(1)R) bzw. dessen Aktivierung 
durch den Liganden Substanz P induziert und durch eine MAPK Phosphorylations Kaskade 
vermittelt wurde [9].  
 
In der Arbeit von 2004 “Paraptosis: mediation by MAP kinases and inhibition by AIP-1/Alix” 
präsentieren Sperandio et al nun den ersten spezifischen Inhibitor der Paraptose, AIP-1/Alix.  
Dieser Inhibitor ist ein Protein, das mit dem Calciumbindenden Protein ALG-2 interagiert.  
Um die Spezifität des AIP1/Alix zu beweisen, evaluierten Sperandio et al die Effekte in 
beiden Modellen, Apoptose und Paraptose. Biochemische und morphologische Kriterien 
zeigten, daß lediglich die Paraptose durch AIP1/Alix inhibiert werden konnte (bei IGFR-IC 
und IGFRIR induziertem Zelltod). IGFR ist bekannt für seine Rolle in Zellwachstum, 
Entwicklung und antiapoptotischen Signalen. Sperandio et al zeigten, daß in einigen Zellinien 
die intrazelluläre Domäne des IGFIR Paraptose auslösen kann. Auch eine Überexpression des 
Rezeptors kann zur Paraptose führen. In Prostatakrebs fand man die IGFR Expression erhöht, 
was die Frage aufwirft, ob IGFR vielleicht eine Tumorsuppressor-Funktion hat[72].  
 
Die MAP Kinasen, besonders MEK-2 und JNK1 scheinen als Mediatoren der Paraptose 
möglicherweise eine wichtige Rolle zu spielen, auch wenn MAPK sonst eher mit 
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Zellproliferation in Verbindung gebracht wird. Auf eine physiologische Bedeutung der 
Paraptose deutet hin, daß in manchen Neurodegenerationsmodellen die Neuronalen Zellen auf 
eine Art und Weise sterben, die dem Typ 3 des PCD sehr gleichen [65].  
 
Die Wirkung von Zink unter solchen paraptotischen Konditionen ist noch zu untersuchen. Die 
Morphologie der Paraptose-Formen wie sie oben beschrieben wurden, zeigen Vakuolisierung 
der Zellen und fehlende apoptotische Charakteristika. HDLM2 Zellen entwickeln nach CD95 
Stimulation regelrechte Apoptosen. Unter Zink können diese zu einem grossen Teil gehemmt 
werden. Die Morphologie zeigt teilweise Kondensation und saumartige Anordnung des 
Chromatins an den Zellrand, jedoch findet keine Bildung und Abschnürung von apoptotischen 
Körperchen statt [52].   
 
Mit unseren Ergebnissen über die durch Zink inhibierten, veränderten Apoptosen und dem 
Hinweis auf einen möglichen Defekt im Mitochondrium konnten wir dem Phänomen der 
mumifizerten Hodgkinzellen einen Schritt näher kommen.  
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V. Zusammenfassung 
 
In der vorliegenden Arbeit beschäftigten wir uns mit ultrastrukturellen Pathologien des 
Morbus Hodgkin, einer primären Neoplasie des lymphatischen Gewebes, welche zur Gruppe 
der malignen Lymphome gehört.  
 
Im Zentrum unseres Interesses stand das Phänomen der Apoptose, einem Subtyp des 
programmierten Zelltodes (PCD). Die Morphologie apoptotischer Zellen unterscheidet sich 
stark von denen der Nekrose. Die nekrotische Zelle wird im Verlauf instabil, 
membrandurchlässig und schwillt durch osmotische Effekte blasig an, um schließlich zu 
zerplatzen und einen Entzündungsprozess im Gewebe auszulösen. Apoptotische Zellen 
regulieren unter stetem Energieeinsatz durch Enzyme und Proteasen eine membranstabile 
Abfolge, an deren Ende das Verpacken einzelner Zellorganellen steht. Durch einen lytischen 
Prozess werden diese apoptotischen Körperchen entzündungslos beseitigt. 
 
Bei unseren Experimenten zum CD95-induzierten Zelltod konzentrierten wir uns speziell auf 
die mitochondriale Ebene. Wir analysierten an der Hodgkin Zellinie HDLM-2 die Wirkung 
von 1mM Zink in vierstündigen Time-lapse Verfahren. Am Mitochondrium kommt es nach 
Apoptose-triggerndem Stimulus zum Abfall von ∆Ψm (Mitochondriales Membranpotential). 
Es folgt die Freisetzung von Cytochrom C, welches dann über Caspase-9 die Effektor 
Caspase-3 aktiviert und somit die Caspasen-Kaskade in Gang setzt. Diese Kaskade spielt bei 
der Durchlaufung der Apoptose eine zentrale, exekutive Rolle.  
 
Membranpotentialänderungen am Mitochondrium sind als ein sehr frühes Zeichen der 
Apoptose zu werten. Dieser Parameter wurde von uns Fluoreszenzmikroskopisch anhand der 
indikativen Eigenschaften des JC1 erfasst und später mit den Werten nach Zinkeinwirkung 
verglichen.  
 
Es konnte in dieser Arbeit erstmalig gezeigt werden, daß Zink in der Konzentration von 1mM 
auf die Depolarisation des mitochondrialen Membranpotentials (∆Ψm) von HDLM-2 Zellen 
einen hemmenden Einfluss ausübt. Morphologisch zeigen die HDLM-2 Zellen nach CD95 
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Stimulation und Zinkinhibition keine klassischen Apoptosen mehr. Die Zellmorphologie 
ähnelt der Morphologie der Mumienzellen des Morbus Hodgkin, welche eine abortive Form 
der Apoptose darstellen. Es kommt bei den Mumienzellen zur Kondensation und saumartigen 
Anordnung des Chromatins, nicht aber mehr zum Blebbing. Es liegt nun nahe, daß auch in 
den mumifizierten Zellen die mitochondriale Depolarisation nicht stattfindet. Dies führt zu 
der Schlussfolgerung, daß HRS-Zellen in diesem Bereich einen Apoptosedefekt zu haben 
scheinen. 
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